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RESUMO
PANUNTO-CASTELO, A. Imunoterapia da paracoccidioidomicose: passado,
presente e futuro. 2023. Tese (Livre-docéncia em Imunologia) — Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo,
2023.

A descoberta de medicamentos iniciou-se, possivelmente, quando os primeiros
hominideos coletavam alimentos. Essas primeiras preparacoes eram basicamente
produtos naturais e foram os nicos “remédios” que se teve noticia durante séculos.
Uma nova fase de progresso nessa area ocorreu apenas apos a idade média, com a
purificacdo alquimica de drogas. Em relacao as infeccoes, tudo mudou de figura na
segunda metade do século XIX, com a Teoria Germinal das Doencas Infecciosas. Essa
foi uma época impressionante de progresso nas ciéncias biomédicas, com muitos
estudos incipientes que deram origem a grandes areas de conhecimentos, dentre as
quais se destaca a imunologia. Os estudos do sistema imunolégico abriram vérias
possibilidades de uso de moléculas e micro-organismos que modificam as respostas
imunitarias como terapia para eliminacao de doencas ou mitiga¢cao dos seus sintomas.
Essas formas de tratamentos, as imunoterapias, mostraram-se auspiciosas desde sua
criacdo. Embora, nos vinte ultimos anos, haja uma nova etapa de desenvolvimento de
diversas formas de tratamentos imunoterapicos, isso se refere principalmente ao
tratamento de canceres. A despeito de alguns avancos em doencas infecciosas, a
imunoterapia nas infeccoes sistémicas por fungos do género Paracoccidioides — a
paracoccidioidomicose (PCM), ainda é um campo pouco explorado, havendo até o
momento apenas um estudo clinico, publicado em 1996. Aqui, relata-se os principais
avancos em estudos pré-clinicos de imunoterapia para tratar a PCM, principalmente
os relacionados as vacinas terapéuticas proteicas ou de DNA. Essas terapias seriam
impactantes na vida dos pacientes com PCM, podendo ser usadas isoladamente ou em
associacdo com os tratamentos antifingicos convencionais, reduzindo o tempo de
tratamento com esses antifingicos, permitindo o tratamento de infeccées com micro-
organismos resistentes as drogas e prevenindo recidivas. Apesar das imunoterapias
para PCM serem promissoras, ainda existe um longo caminho para se investigar a vasta
quantidade de possiveis imunoterapicos, novos ou atualmente em testes, e desafios

para que essas pesquisas sejam traduzidas em estudos clinicos.

Palavras-chave: Fungo. Paracoccidioides. Paracoccidioidomicose. Imunoterapia.
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ABSTRACT
PANUNTO-CASTELO, A. Immunotherapy for paracoccidioidomycosis: past,
present, and future.2023. Tese (Livre-docéncia em Imunologia) — Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo,
2023.

The discovery of medicines possibly began while the first hominids collected
food. These beginning preparations were natural products and were the only known
forms of medicines for centuries. A new phase of progress in this area occurred only
after the Middle Ages, with the alchemical purification of drugs. For infectious
diseases, everything changed in the second half of the XIX century with the foundation
of the Germ Theory of Disease. In this time of impressive progress in the biomedical
sciences, many incipient investigations gave rise to large areas of knowledge, such as
immunology. Studies of the immune system have opened several possibilities for using
molecules and microorganisms that modify immune responses as therapies for
eliminating diseases or mitigating their symptoms. These forms of treatment, the
immunotherapies, have proved to be auspicious since their inception. Although there
has been a new stage in the development of some types of immunotherapies in the last
two decades, this mainly concerns the treatment of cancers. Despite some advances in
immunotherapy for infectious diseases, it is still a little-explored field for systemic
infections by fungi of the genus Paracoccidioides, the paracoccidioidomycosis (PCM),
with only one clinical trial published in 1996. Here, we report the main advances in
preclinical immunotherapy studies to treat PCM, mainly those related to protein or
DNA therapeutic vaccines. These immunotherapies might have a considerable impact
on the lives of PCM patients when used only or in combination with conventional
antifungal treatments by shortening therapy time, allowing the treatment of infections
with drug-resistant fungi, and preventing relapses. Although PCM immunotherapies
show promise, there is still a long way to go to investigate the myriad of possible
immunotherapies, new or in testing, and the many challenges for translating these

studies into clinical trials.

Keywords: Fungus. Paracoccidioides. Paracoccidioidomycosis. Immunotherapy.
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receptor similar a Toll (do inglés, Toll-like receptor)

padrao molecular associado a xenobioéticos (do inglés, xenobiotic-associated
molecular pattern)
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1 PROLOGO

A imunoterapia pode ser definida como um tipo de tratamento de doencas a
partir da inducao, do reforco ou da supressao das respostas imunologicas. Assim, visa-
se, através da imunoterapia, utilizar componentes do sistema imunitario ou outras
moléculas, conhecidos coletivamente como imunoterapicos, para manipular a resposta
imunolobgica a fim de eliminar patologias, tais como canceres, infecgoes, alergias e
doencas autoimunes, ou aliviar os seus sintomas [1]. A imunoterapia se mostrou
promissora desde seus primordios, no final do século XIX e inicio do século XX, com
os estudos de Karl David Wilhelm Busch (1826-1881), Friedrich Fehleisen (1854—
1924) e William Bradley Coley (1862-1936), em cancer [2,3], Emil von Behring (1854-
1917), Shibasaburo Kitasato (1853-1931) e Paul Ehrlich (1854-1915), em doencas
infecciosas [4,5], e Leonard Noon (1877-1913) [6] e John Freeman (1877-1962) [7], em
doencas alérgicas. No entanto, poucos sdo os estudos que poderiam ser nomeados
como significativos ap6s essa fase inicial. Isso tudo tem mudado nas dltimas décadas,
principalmente nos estudos de oncologia tanto humana [8] quanto veterinaria [9], a
ponto dos editores da revista Science, em 2013, ter considerado a imunoterapia contra
o cancer como a “Revelacdo do ano” [10]. Obviamente que, na esteira dessas
conquistas, as doencas infecciosas, alérgicas e autoimunes se beneficiaram, o que
contribuiu e continuara a contribuir para a diminui¢cao de mortalidade, morbidade ou

alivio de sintomas dessas patologias.

2 UM POUCO DE HISTORIA DA IMUNOTERAPIA

As historias da imunoterapia e das doencas infecciosas mesclaram-se a partir
do final do século XIX; um periodo incrivel onde iniciaram-se os estudos que
mostravam a existéncia de entidades biol6gicas que estabeleciam relacoes
desarmonicas com seres humanos, dentre outros animais, bem como a forma na qual
nosso organismo combatia essas entidades patogénicas. De fato, em relacdo a nossa
histéria, a descoberta da existéncia de um mundo microbiano potencialmente
patogénico é bastante recente. Isso se contrasta com a percepcao que temos desde
priscos tempos de que os enfermos quando se recuperavam dessas patologias, nao mais
as contrairiam. Sem saber a génese dessas moléstias, os seres humanos as

consideraram, bem como os seus tratamentos, como parte de uma intervencao divina.
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Nao é de se estranhar que a maioria das civilizacoes desenvolveu pocoes, técnicas,
cultos, feiticos, oracoes, reliquias, amuletos e imagens para curar pessoas [11].

A despeito da medicina primitiva ligar doenca e cura a algo sobrenatural, na
Grécia antiga, em seu periodo classico (século V a IV a.C.), a ebulicao filoso6fica
permitiu a evolucao de muitos conceitos, dentre os quais se destaca a avaliacdo das
doencas como fruto de um processo natural, sem ligacdo com algo transcendental [11].
A dificuldade de se definir a origem das doencas e a tradicao religiosa de se assumir as
dificuldades por noés enfrentadas no mundo fisico a partir de uma perspectiva
sobrenatural retardaram, de certa forma, a continuacao de muitos avangos nosolégicos
obtidos por gregos e romanos. Independentemente desse desconhecimento de
patogenia, algumas doencas tém seus sinais e sintomas conhecidos desde a
antiguidade, como visto em papiros do Egito Antigo [12] e descricoes de conceitos e
classificacoes de enfermidades em textos mesopotamicos datados do antigo periodo
babil6nico, a primeira metade do segundo milénio a.C. [13].

Para o tratamento das doencas, a descoberta e o desenvolvimento de
medicamentos iniciaram-se, possivelmente, enquanto os primeiros seres humanos
coletavam alimentos. Supostamente, puderam experimentar diferentes materiais por
um método de tentativa e erro, criando-se um conhecimento dos efeitos desses
compostos e, por conseguinte, o alivio de determinados sintomas. E bastante plausivel
que extratos brutos de plantas foram os primeiros medicamentos usados para
cicatrizar feridas, aliviar a dor e tratar outros tipos de sintomas. Dentre esses produtos,
podemos destacar o efeito analgésico do extrato obtido da papoula (Papaver
somniferum), datado de ~3000 a.C. [14]. O aumento no nimero de medicamentos foi
rapido, ao ponto de serem compilados em papiros por médicos do Egito Antigo. E fato
que o rolo de papiro de cerca de 20 metros de comprimento, o qual remonta a cerca de
1.200 a.C., descoberto na necropole de Tebas pelo egiptélogo alemao Georg Ebers
(1837-1898), é um dos mais importantes, haja vista que é reconhecido como primeiro
livro médico, o qual apresenta uma série de doencas e intmeras sugestoes de
tratamentos [12]. H4 que se ter em mente que muitas terapias tiveram sua origem e
desenvolvimento na medicina tradicional chinesa, Ayurvédica indiana, bem como por
xamas ou outras figuras tribais no mundo todo [11], sugerindo que a descoberta e o
desenvolvimento de medicamentos nao sao caracteristicas de um povo ou cultura, mas

traco comum dos seres humanos.
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A historia dos medicamentos passou para uma nova fase em um periodo
excepcional para a humanidade — a renascenca, a qual contou com inimeros
cientistas. Na area de farmacos, merecem distincdo o médico e alquimista suico
Philippus Aureolus Theophrastus Bombastus von Hohenheim (1493-1541), ou
simplesmente Paracelso, e seus seguidores. Esses passaram a purificar
alquimicamente drogas, sais metalicos, para uso em diversas doencas, tais como
compostos de mercario em baixas doses para tratar sifilis. A Paracelso é creditada a
origem do diagnéstico clinico e administracdo de medicamentos especificos para cada
doenca, numa era onde havia elixires para se curar tudo [11]. Além disso, foi pioneiro
em definir a importancia da dose no resultado téxico final de um xenobiotico, abrindo
caminho para a implementacao do Nivel Sem Efeitos Adversos Observaveis (NOAEL)
de uma droga, cuja importancia em farmacologia é inquestionavel [15,16].

Os avancos em medicina foram marcantes durante a revolucao cientifica do
século XVII, anos que surgiram médicos e pesquisadores brilhantes. Dentre esses, vale
citar o médico inglés Thomas Sydenham (1624-1628), que foi o precursor da
epidemiologia, da classificacdo das patologias, e descricao detalhada de doencas, das
condicoes clinicas e do curso das mesmas; do pesquisador inglés Robert Hooke (1635-
1703), cujo feito mais conhecido foi a primeira descri¢cao de célula, presente em cortes
de cortica; e do comerciante de tecidos Anton van Leeuwenhoek (1632-1723), o “Pai da
Microbiologia”. Autodidata na ciéncia, Leeuwenhoek construiu seus microscopios a
partir de lentes que ele mesmo confeccionava. Apesar de Robert Hooke ter sido o
primeiro a descrever um micro-organismo, em 1665, um fungo microscopico do género
Mucor, presumivelmente, os dispositivos de Leeuwenhoek tinham imagens melhores
do que as dos microscopios de seus predecessores, possibilitando a esse cientista
amador observar nao apenas um micro-organismo, como fez Hooke, mas descortinar
a existéncia de um microcosmo jamais visto por outra pessoa. As correspondéncias de
Leeuwenhoek com a Sociedade Real de Londres, iniciadas em 1673, revelou ao mundo
existéncia desse microcosmo, sendo suas cartas traduzidas para o inglés e publicadas
na revista cientifica Philosophical Transactions of the Royal Society of London,
tornando publica suas impressionantes descobertas em termos de histéria natural. Os
micro-organismos observados por de Leeuwenhoek, que incluiam bactérias e
protozoarios (animaélculos), foram confirmadas por Hooke. Até mesmo a descricao de

bactérias que crescem na auséncia de oxigénio feita pelo cientista Louis Pasteur (1822-
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1895), em 1862, foi, na verdade, uma redescoberta, tendo em vista que Leeuwenhoek
ja tinha observado micro-organismos anaerébicos e descrito em uma correspondéncia
a Sociedade Real de Londres,! em 1680 [17]. De forma inexplicavel, houve um hiato de
quase 200 anos para que esse conhecimento fosse resgatado e pudesse se desenvolver
em uma nova area de conhecimento — a microbiologia [18].

A hipo6tese de uma causa microbiana de muitas doengas nao é nova. Em 1546, o
médico e astronomo italiano Girolamo Fracastoro (1478-1553) escreveu um tratado
sobre esse assunto, entitulado De contagione et contagiosis morbis et curatione.
Fracastoro sugeria que as seminaria (do latim, sementes) das doencas, minusculos
organismos de vida livre, eram os causadores das enfermidades, podendo ser
transmitidas de pessoa para pessoa. Provavelmente, foi o primeiro a sugerir que a sifilis
era causada por um organismo microscopico [19]. Apesar de Fracastoro e muitos
outros cientistas acreditarem na origem microbiana de muitas doencas, a hipbtese
mais aceita nessa época era de que as doencas poderiam ser causadas por odores
fétidos proveniente de matérias putrefatas, conhecidos por miasmas, e na transmissao
por contato fisico, ou contagio [11].

A retomada da hipo6tese da origem microbiana das doencas foi feita na segunda
metade do século XIX por alguns cientistas, sendo os mais proeminentes, o cientista
Louis Pasteur, o cirurgiao inglés Joseph Lister (1827—1912) e o médico alemao Robert
Koch (1843-1910). Nessa época, existia uma teoria sobre o surgimento espontaneo da
vida a partir da matéria nao viva (abiogénese), o que era alvo de um debate acalorado.
Macroscopicamente, essa teoria da geracdo espontanea foi refutada pelos
experimentos de Francesco Redi (1626-1698). Contudo, existia a chance de a
abiogénese ocorrer microscopicamente, tendo em conta que existia um micromundo
desvendado por Leeuwenhoek. Essa teoria foi abandonada de modo definitivo, em
1862, quando Pasteur mostrou experimentalmente que a geracido espontanea de
micro-organismos nao ocorre em meios de cultura. Propds a teoria germinal das
enfermidades infecciosas, sustentando que os microrganismos sao a causa dessas
doencas. Tendo como base a teoria de Pasteur e suas proprias experiéncias, Lister
mostrou que micro-organismos que produziam fermentacao poderiam causar também
inflamacdo e quando esses microbios eram eliminados, a ferida cicatrizava sem
complicacoes. Conceituou antissepsia, mostrando que técnicas de eliminacao de
patogenos durante os processos cirdrgicos diminuiam as complicac¢oes inflamatoérias

nas feridas cirargicas e a alta mortalidade p6s-operatoria. Ja Koch, estabeleceu que um
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determinado germe pode causar uma doenca especifica. Essas conclusdes foram
baseadas na descoberta de bactérias presentes no sangue de ovinos que morreram de
antraz. Quando inoculava ovelhas saudaveis e camundongos com essas bactérias, esses
desenvolviam o antraz. Além disso, conseguiu produzir uma cultura “pura” do bacilo
causador dessa patologia, o que possibilitou o estabelecimento de quatro postulados
que demostram a relacao causal entre um agente infeccioso e uma doenca. Além disso,
Koch identificou o bacilo causador da tuberculose e o vibrido da colera [11,18,20].

A descoberta de micro-organismos causadores das doencas infecciosas teve
uma importancia crucial no que se refere a possibilidade de inducao de imunidade
contra esses agentes. Porém, as primeiras formas de imunizacao deliberada que se tem
conhecimento foram desenvolvidas muito tempo antes, sem qualquer compreensao
microbiologica ou de processos imunologicos. O primeiro registro foi a técnica de
variolacdo, a qual tinha uma acdo profilatica contra a variola. Acredita-se que a
variolacado tenha sido desenvolvida na China, no século X, espalhando-se para outros
locais, tais como India, Império Otomano, Inglaterra. O processo consistia em expor
pessoas saudaveis a um po6 processado a partir de crostas de pustulas de pacientes com
variola, podendo ser introduzidas por via nasal ou, de modo menos frequente, sob a
pele. Por usar virus da doenca como imunogeno, sempre havia o risco da variolacao
causar variola. Essa possibilidade desaparecia quando se passou a utilizar um
procedimento que usava pustula de variola bovina. Esse método foi publicado em um
livro, em 1798, pelo médico inglés Edward Jenner (1749-1823), o qual descrevia todas
as suas pesquisas sobre a variola e o enorme sucesso no uso da técnica em intimeros
experimentos feitos desde maio de 1796. Como sabemos atualmente, essa alternativa
é relativamente segura para protecdo contra variola porque o virus das amostras
obtidas de pustulas de bovino tem similaridades com o da variola humana, contudo, é
pouco patogénico para nos. Ao ser injetado, o virus da variola bovina possibilita uma
imunidade cruzada e protecdo contra o virus da variola humana. Essa vacina foi
fundamental para a erradicacdo da variola, cujo reconhecimento foi feito pela
Organizacao Mundial da Saiade, em 1980 [4].

Além da teoria germinal das doencas infecciosas, Pasteur foi o primeiro
pesquisador, em 1879, a produzir intencionalmente imunidade através de um micro-
organismos que claramente ele conhecia. Esse processo foi descoberto em um evento
serendipitoso, quando frangos foram injetados, pelo assistente de Pasteur, com uma

suspensao de bactérias Pasteurella multocida oriundas de uma cultura “velha”. A
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suspensao injetada deveria causar a colera aviaria, culminando com a morte dos
animais. Ao perceber que os animais ndo morreram, Pasteur reinfectou os mesmos
frangos com bactérias de uma cultura “nova”, onde certamente todos os frangos
morreriam. Como os frangos continuavam vivos, Pasteur fez mais algumas analises e
experimentos e mostrou que as bactérias poderiam ser atenuadas, condicao
determinante para geracao de imunizantes [21].

O pioneirismo de Pasteur e de outros pesquisadores, como William S.
Greenfield (1846-1919), em Londres, levou ao desenvolvimento de uma vacina para o
antraz, em 1881, a partir do desenvolvimento de uma forma atenuada da bactéria
Bacillus anthracis, o agente etiologico da doenca [22,23]. Tendo como base os estudos
de Pierre-Victor Galtier (1848-1908) sobre a transmissao experimental da raiva do cao
para coelhos, Pasteur passou estudar essa doenca, contando com a colaboracao de
Pierre Paul Emile Roux (1853-1933), Charles Chamberland (1851- 1908) e Louis
Thuillier (1856-1883). Seus trabalhos mostraram indicios do agente causal da raiva no
sangue. Através de estudos de passagem desses agentes para macacos, conseguiu a
atenuacao, podendo usa-lo como imunizante para caes. Também foi possivel mostrar,
em 1885, que a preparacao era protetora contra raiva em humanos, ao fazer algumas
injecOes do imunizante em Joseph Meister, um menino de 9 anos mordido por um cao
raivoso. Pasteur cunhou termos usados até hoje, tais como atenuacdo de micro-
organismos e vacinacao. Este altimo era um termo genérico para designar preparacoes
usadas para induzir imunidade, sendo uma homenagem a Jenner que extraiu sua
vacina de amostras de bovinos (do latim vacca) [4,24]. Esses brilhantes cientistas do
final do século XIX abriram caminho para a microbiologia, imunologia, infectologia,
dentre outras disciplinas, cujos desenvolvimentos cientificos e tecnologicos tém
promovido o aumento da qualidade de vida e longevidade dos seres humanos.

Na esteira da microbiologia, alguns pesquisadores passaram a se interessar pela
identificacdo dos componentes responsaveis por nossa imunidade. Um dos trabalhos
mais importantes foi publicado, em 1890, por Emil von Behring e Shibasaburo
Kitasato, os quais relataram que o sangue ou soro de coelhos previamente imunizados
com o bacilo do tétano (Clostridium tetani) poderia ser usado para o tratamento de
camundongos infectados com uma dose letal dessa bactéria. Além disso, mostraram
que a letalidade da toxina tetanica era bloqueada quando essa era incubada com soro
de coelhos imunizados com C. tetani. Nesse trabalho hi uma breve descri¢ao sobre

antissoros para a difteria [25,26]. Dos trabalhos de microbiologia que abriram
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caminhos para as descobertas iniciais em imunologia, certamente, merecem destaque
os estudos sobre difteria feitos por Emile Roux e Alexandre Yersin (1863-1943), do
Instituto Pasteur, em Paris. Eles trabalharam com o bacilo causador da difteria, que
fora identificado, em 1883, por Edwin Klebs (1834-1913), e isolado, em 1884, por
Friedrich Loffler (1852—1915). Entre 1888 e 1890, Roux e Yersin, em uma série de
experimentos mostraram que a inoculagao intradérmica de um filtrado de cultura do
bacilo de Klebs-Loffler (Corynebacterium diphtheriae) em cobaias e coelhos induzia
lesdo no local da injecdo. Quando aumentaram a dose, observaram que os animais
apresentavam lesoes sistémicas semelhantes as da difteria. O fato dessas amostras
serem filtradas e, consequentemente, livres de bacilos, sugeriu que toxinas eram
responsaveis pela viruléncia dessa bactéria, sendo posteriormente, determinada que
essa toxina diftérica era termolabil [27].

A descoberta de Roux e Yersin permitiram que Behring trabalhasse com a toxina
diftérica e mostrasse, em um estudo publicado uma semana apoés a divulgacao de seu
trabalho com Kitasato, em 1890, que a transferéncia de soros de animais imunizados
com a toxina diftérica protegia os animais susceptiveis dos efeitos dessa toxina diftérica
[28]. Cerca de um ano depois, um soro contra a toxina diftérica foi produzido em
ovelhas e administrado em duas criancas com difteria grave, produzindo um resultado
extraordinario, visto que as criancas se recuperaram [4,27,29]. Por suas relevantes
contribuices, as quais se tornaram a base da soroterapia, Behring teve a honra de ser
o primeiro a ganhar o prémio Nobel de Fisiologia (Medicina), em 1901 [30].

Um outro grande cientista do final do século XIX e comecgo do século XX foi
Paul Ehrlich (1854-1915), considerado por muitos como o fundador da quimioterapia
moderna [31]. Ehrlich teve destacado pioneirismo no estudo dos quimioterapicos
“especificos” para doencas infecciosas, no sentido do uso de substancias quimicas,
especialmente aquelas produzidas sinteticamente, as quais tinham afinidade seletiva
para destruir micro-organismos patogénicos com efeitos toxicos minimos para as
nossas células. Ehrlich acreditava que existiam moléculas que poderiam se ligar aos
patogenos, o que ele chamou de substancias parasitotropicas; todavia, tinha
consciéncia de que essas substancias também poderiam se associar em menor ou maior
grau a receptores em nossas células, sendo também organotropicas. Assim, imaginava
que substancias com parasitotropia e organotropia na proporcao certa poderiam ser
usadas como medicamentos [32]. Buscou avidamente por drogas que seriam apenas

parasitotropicas, sem efeitos colaterais decorrente da organotropia, ou seja, um
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composto que funcionaria como “bala magica” (Zauberkugel, em alemao). Estabeleceu
um laboratério onde quimicos e farmacéuticos sintetizavam compostos a serem
testados experimentalmente em animais. De milhares de teste, em 1910, conseguiu um
composto que foi usado para o tratamento da sifilis e tripanossomiase — o composto
organoarsénico 606 ou arsfenamina, sendo patenteado como Salvarsan. Esse foi o
composto mais famoso por ele desenvolvido, por se tratar do primeiro antimicrobiano
moderno [5,31,33].

O brilhantismo de Ehrlich fica claro em muitos aspectos. Em 1891, ao estudar
antissoros especificos para duas toxinas de plantas com propriedades lectinicas, a
ricina e a abrina, usou pela primeira vez o termo anticorpo (Antikorper, em alemao),
no sentido de molécula sérica que se liga a compostos estranhos ao nosso organismo
[34]. Participou ativamente no estudo e uso de anticorpos contra difteria como um
imunoterapico. Foi um dos primeiros a tentar explicar, 1897, a formacdo dos
anticorpos, conceituando a teoria da cadeia lateral (Seitenkettentheorie em alemao).
Contribuiu para a definicao da especificidade dos anticorpos como uma propriedade
quimica, na forma de interacoes estereoquimicas de receptores celulares especificos,
sendo tal especificidade explicada de modo similar ao conceito de chave-fechadura
para a especificidade de enzimas, um conceito proposto por Emil Fischer (1852-1919)
[5]. A perspicécia de Ehrlich é algo admiravel, como ao definir conceitos a respeito dos
fatores séricos responsaveis pela lise de bactérias. Apés a descoberta do fator sérico
termolébil por Hans Ernst August Buchner (1850-1902) e colaboradores, Jules Bordet
(1870-1961) descobriu que a lise bacteriana era dependente de um outro fator
termoestavel, chamado de sensibilizador, e do termolabil, a alexina. Entao, de uma
forma sagaz, Ehrlich propos que o fator sensibilizador era um anticorpo, e que o fator
termolébil, na verdade, complementava a funcao dos anticorpos na resposta contra
patogenos, propondo que esse fator se chamasse komplement (complemento, em
alemao) [4,35].

Embora seja lugar-comum dizer que Ehrlich era fascinado pelos anticorpos,
vale salientar que isso deve ter garantido a ele a possibilidade de fazer grandes
projecoes. Uma delas era enxergar na especificidade dos anticorpos uma propriedade
que possibilitaria seu uso direcionado a micro-organismos e células cancerosas,
evitando efeitos colaterais observados com os quimioterapicos, concebendo essas
moléculas como as verdadeiras “balas magicas”, ou seja, fatores apenas

parasitotropicos [5]. Declarou, assim, em 1906, que seus estudos com antissoros
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faziam parte de um novo empreendimento em quimioterapia [11,36], cunhando
também o termo imunoterapia. Nas palavras de Ehrlich, “As substancias
imunoldgicas, ... na forma de balas magicas, procuram o inimigo” [11]. Por suas
contribuicées em imunologia, em 1908, Ehrlich, juntamente com o cientista russo de
origem ucraniana Ilya Ilich Metchnikoff (1845-1915), foi laureado com o Prémio Nobel
de Fisiologia [30].

Os estudos de Behring e Kitasato abriram caminho para que outras intervencoes
baseadas em antissoros comecassem a ser estudadas no final do século XIX. Uma delas
foi realizada pelo médico francés Léon Charles Albert Calmette (1863-1933), mais
conhecido por ter desenvolvido juntamente com Jean-Marie Camille Guérin (1872-
1961) uma vacina para tuberculose baseada na atenuacao do Mycobacterium bovis,
denominada BCG (bacilo de Calmette-Guérin). Calmette estudou peconhas de
serpentes e buscou protocolos de producao de antissoros em animais, padronizando a
injecOes repetidas de doses crescentes da peconha, permitindo que, ap6s o protocolo
vacinal, esses animais nao tivessem efeitos graves com a administracao da dose letal
da peconha. A caracteristica antitoxicas desses soros foram testadas in vitro e in vivo,
permitindo a Calmette sugerir que essas preparagoes poderiam ser usadas em pessoas
que tenham sofrido um acidente por serpentes. Além disso, Calmette sugeria que os
antissoros eram poliespecificos e, assim, poderiam ser benéficos para tratamento de
acidentes com outras espécies de serpente. Essa tltima conclusao nao parecia correta,
uma vez que o médico australiano Charles Martin (1866-1955), em 1898, nao obteve
eficicia com o soro de Calmette para o tratamento de peconhas de serpentes
australianas [37]. A mesma constatacao foi feita pelo médico e pesquisador brasileiro
Vital Brazil Mineiro da Campanha (1865-1950), em 1901, com peconhas de serpentes
brasileiras do género Bothrops. Vital Brazil foi além, mostrou que os antissoros que ele
produziu contra peconhas de serpentes Bothrops jararaca e Crotalus durissus
terrificus eram especificos. Produziu ainda um antissoro polivalente contra essas
peconhas ao misturar os dois antissoros [38,39]. Foi gracas ao trabalho de Vital Brazil
que muitos antissoros puderam ser produzidos no Brasil, salvando tantas pessoas
vitimas de acidentes por animais peconhentos.

Até aqui, mostrou-se que a imunologia, com suas respostas e moléculas
especificas para as toxinas bacterianas e peconhas, teve uma importancia
inquestionavel para o nascimento da imunoterapia. No entanto, pesquisas com

estimulacoes inespecificas do sistema imunologico, no final do século XIX,
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contribuiram de forma decisiva para a criacao dessa area. Nesse sentido, os cirurgioes
alemaes Karl D. W. Busch e Friedrich Fehleisen, de um modo independente, foram os
primeiros a notar a regressao de tumores em pacientes que desenvolveram erisipela.
Busch, 1868, foi quem deu o inicio ao desenvolvimento de técnicas para diminuicao de
tumores por desencadeamento intencional de erisipela em paciente com cancer.
Fehleisen repetiu os procedimentos de Busch, em 1882, identificando Streptococcus
pyogenes como o agente etioldgico da erisipela e responsavel pela diminuicao tumoral
em seus experimentos [2,3].

Resultados semelhantes aos de Busch e Fehleisen foram obtidos por William B.
Coley, um cirurgiao estadunidense especialista em tumores 6sseos. Ainda como um
médico recém-egresso da faculdade, em 1890, Coley ficou impactado ao perder a jovem
paciente Elizabeth (“Bessie”) Dashiell, a qual desenvolveu metastases de um sarcoma
no antebraco, mesmo apés o membro ter sido amputado. Procurou incansavelmente
em registros hospitalares por casos em que teriam ocorrido remissao de tumores.
Descobriu, entao, um relato sobre o paciente Fred K. Stein, um imigrante alemao que
estava condenado a morte por tumores inoperaveis, em 1884, e sobreviveu apos
contrair erisipela. Inclusive, Coley encontrou Stein ainda vivo e saudavel sete anos apos
contrair erisipela [40,41]. Ele rapidamente buscou por pacientes com sarcoma em
estado terminal a fim de tentar um tratamento. O primeiro caso foi de um imigrante
italiano, no qual Coley injetou bactérias vivas da erisipela. A infec¢do desencadeou uma
doenca grave, mas o paciente sobreviveu e os tumores desapareceram [42]. Esse
resultado o encorajou a tratar da mesma forma mais dois pacientes com sarcoma de
ossos longos, obtendo novo sucesso. Esses trés casos foram publicados em 1891 [41].
Aqui aparece novamente Ehrlich ao relatar que os tumores podem ser suprimidos pelo
sistema imunologico, antecipando a uma conceituacao da vigilancia imunologica [43].

A partir de seus promissores resultados iniciais, Coley passou a tratar os
pacientes com injecao de bactérias Streptococcus pyogenes e Serratia marcescens,
vivas ou inativadas, nos sarcomas 0sseos e de tecidos moles. A mistura dessas bactérias
inativadas ficou conhecida como Toxina de Coley. Por aproximadamente 40 anos,
Coley usou esse tratamento em centenas de pacientes com sarcoma, tendo resultados
amplamente divulgados e discutidos pela comunidade cientifica. Infelizmente, alguns
pacientes morreram da infeccao, contudo, uma parte significativa dos tratados tiveram

uma sobrevida maior em relacdo as expectativas de vida sem o tratamento. O
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procedimento é considerado o primeiro tratamento imunoldgico para o cancer e,
devido aos seus estudos, Coley merece o titulo de “Pai da Imunoterapia” [2,3,41].
Além do tratamento de doencas infecciosas e cancer, a jovem imunoterapia
também passou a ser usada para modificar a resposta imunolégica, isto é, desviar o
padrao de resposta para aliviar alergias. Isso teve inicio, em 1911, com a publicacao dos
trabalhos de Leonard Noon (1877-1913) [6] e John Freeman (1877-1962) [7], os quais
propuseram que a injecao subcutinea de extratos de pdlens de quatro gramineas
poderia curar pacientes com rinite alérgica desencadeada por poélen (hay fever).
Aparentemente, a hipOtese era que a vacina geraria uma resposta imunologica
especifica contra as toxinas do pdlen e que protegeria os pacientes. Apesar de a
hipotese ser equivocada, a técnica foi eficaz em diminuir os sintomas. Essa técnica de
imunoterapia continuou a ser estudada por Freeman apos morte prematura de Noon,
aos 35 anos [44], publicando, em 1930, um protocolo de tratamento para
dessensibilizacdo rapida (rush desensitization) [45]. Esse tipo de imunoterapia
permaneceu sem grandes modificacoes apds sua descoberta, aparecendo alguns
importantes estudos clinicos randomizados por Frankland e Augustin, em 1954, por
Johnstone e Dutton, em 1968, por Hunt e colaboradores, em 1978. Seguiram-se a esses
estudos uma série de outros ensaios clinicos que confirmaram a eficacia e seguranca
da imunoterapia para alergias, principalmente no que se refere aquelas voltadas para

alergia a peconhas de insetos [31].

3 A EVOLUCAO DA IMUNOLOGIA COMO FORMADORA DAS
BASES RACIONAIS DA IMUNOTERAPIA

Os estudos de Metchnikoff no final do século XIX sobre captura e destruicao de
particulas estranhas, tais como bactérias, por fagocitos de invertebrados e anfibios
foram impactantes e contribuiram profundamente para uma pesquisa mais
contemporanea sobre imunidade de metazoarios, levando-o a laurea do Prémio Nobel
de Fisiologia (Medicina), em 1908, prémio esse dividido com Ehrlich [30]. Vale
mencionar um artigo de Metchnikoff, publicado em 1883, que o colocou muito a frente
de seu tempo, no qual descreveu que os fagbcitos de anfibios anuros nao eram
exclusivamente elementos da imunidade a bactérias. Mostrou nesse trabalho que os

fagocitos desses animais também eram importantes durante a transformacao de girino
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em anuro adulto, fagocitando células que estavam morrendo durante o processo de
regressao da cauda, ou seja, ja antecipava o papel dos fagocitos na eferocitose. A funcao
dessas células na inflamacao foi discutida em relacao as observacoes que fez em larvas
de um outro tipo de anfibio, Triton spp. [46]. Com muita clareza, Metchnikoff
declarou, em 1891, que os fagocitos faziam parte do processo inflamatorio e, indo
contra uma concepcao daquela época, afirmou que a inflamac¢ao nao deveria ser vista
somente como deletéria [47]. Por fundar uma nova area da imunologia, a imunidade
inata ou natural, ao mostrar a importancia biologica da migracdo de leucdcitos e
fagocitose de micro-organismos como relevantes formas de defesa do hospedeiro
contra infeccdo, através da inflamacao e imunidade, com muita justica Metchnikoff é

aclamado com o titulo de “Pai da Imunidade Inata” [48].

Apesar de contribuir de forma monumental para o avango no conhecimento da
imunidade, Metchnikoff e seus seguidores tiveram suas descobertas ofuscadas pela
pujanca e a evidente relevancia dos estudos de imunidade humoral e imunoterapia,
capitaneados por Behring, Bordet e Ehrlich, bem como outros grandes pesquisadores
de antissoros, anticorpos e proteinas do sistema complemento [4]. Embora nessa
época ja se conhecesse uma série de células, incluindo os neutroéfilos e macrofagos, o
periodo de adormecimento da imunologia celular foi tamanho que a descoberta de
outro tipo de célula do sistema imunologico, o linfocito B, responsavel pela producao
de anticorpos, ocorreu somente em 1948 [49]. A importancia imunologica do timo e a
divisao dos linfocitos em dois principais subtipos ficaram bem estabelecidas no final
da década de 1960 [50] enquanto a célula dendritica (DC, do inglés, dendritic cell), a
qual corresponde a um grupo de fagocitos fundamentais para se iniciar uma resposta
imunolodgica adaptativa, foi descrita em 1973 [51].

Apbs essa época inicial de sua fundacao, a imunologia passou para uma fase de
observacoes clinicas e desvendamento das estruturas quimicas de moléculas do
sistema imunoldgico, principalmente dos anticorpos e de suas ligacoes aos antigenos.
Na segunda metade do século XX houve uma mudanca paulatina nas pesquisas dessa
area, sendo reveladas as bases da imunidade, relativizando-se a importancia que os
diversos mecanismos, as moléculas e as células tinham para a manutencdo da
homeostase do organismo. Baseado nos trabalhos experimentais de transplantes em
camundongos foi possivel a George D. Snell (1903-1996) e Peter A. Gorer (1907-1961),
nas décadas de 40 e 50, descobrir os genes do complexo principal de

histocompatibilidade (MHC, do inglés, major histocompatibility complex) como os
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responsaveis pelo processo de rejeicao de tecidos e células. No fim da década de 50, foi
Jean Dausset (1916-2009) que descobriu os antigenos leucocitarios humanos (HLA, do

inglés, human leukocyte antigen), sendo essas moléculas produzidas pelos genes do

MHC [52]. A importancia dos genes do MHC ficou patente com as descobertas de Baruj
Benacerraf e Hugh McDevitt, nas décadas de 60 e 70, quando associaram esses genes
as respostas imunolégicas [53]. Outra descoberta que abriu caminhos para a
compreensao dos mecanismos de imunidade adaptativa foi feita por Peter C. Doherty
(1940- ) e Rolf Zinkernagel (1944- ), os quais demonstraram, em 1975, que as
moléculas codificadas por genes do MHC desempenham um papel essencial no
reconhecimento de antigenos por linfécitos T [54]. Por seus trabalhos Snell,
Benacerraf, Dausset, Doherty e Zinkernagel foram laureados com o Prémio Nobel de
Fisiologia (Medicina) [30].

Nesta nova era, uma das hipoteses que deram novo félego a imunologia, mais
especificamente para as respostas por anticorpos, foi a teoria da selecao clonal,
proposta, em 1956, pelo virologista e imunologista australiano Frank Macfarlane
Burnet (1899-1985), ganhador do Prémio Nobel de Fisiologia (Medicina), em 1960
[30]. Nessa hipotese, que teve como alicerce as teorias do imunologista dinamarqués
Niels K. Jerne (1911-1994) e estava em consonancia com as ideias do imunologista
americano David W. Talmage (1919-2014), Burnet aventou que cada linfocito B
expressa receptores especificos para um antigeno, os quais sdo gerados antes mesmo
de encontrar essa molécula, e que o repertorio de y-globulinas demandava um processo
genético para a randomizacdo de suas especificidades. A ativacdo da célula B, sua
proliferacao clonal e, por conseguinte, a secrecao de anticorpos ocorriam quando o
receptor linfocitico ligava-se ao antigeno, fazendo com que a expansao dos linfocitos
em clones especificos fosse um processo direcionado pelo antigeno, permanecendo em
modo de espera os linfocitos com especificidades para outros antigenos [4,18,55]. Essa
hipétese demorou para ser aceita, mas provou-se correta através dos trabalhos do
cientista japonés Susumu Tonegawa (1939- ), ganhador do Prémio Nobel de Fisiologia
(Medicina), em 1987 [30]. Tonegawa mostrou que receptores de células B e T sao
produzidos por recombinacao génica, possibilitando que trilhoes de proteinas sejam
geradas a partir de dezenas de genes [56]. De certa forma, j4 havia uma dica da
veracidade da hipotese de Burnet dada pelo trabalho dos ganhadores do Prémio Nobel
de Fisiologia (Medicina) de 1984, os cientistas César Milstein (1927-2002) e Georges

J. F. Kohler (1946-1995) [30]. Em 1975, eles desenvolveram um dos imunobiologicos
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mais conhecidos — o anticorpo monoclonal (mAb, do inglés, monoclonal antibody).
Milstein e Kohler fundiram células de um mieloma murino com plasmocitos esplénicos
de camundongos imunizados com hemacias de carneiro, dando a essas células
fundidas (hibridomas) a caracteristica das células do mieloma de crescimento
permanente e dos plasmocitos de producao de anticorpos. Assim, obtiveram clones
unicos de plasmocitos imortalizados que produziam anticorpo de especificidade unica,
o mAb [57]. O uso dos mAbs nas mais diversas areas das ciéncias biomédicas é
impressionante, permitindo grandes avancos, incluindo a geracdo de intmeros
anticorpos imunoterapicos para muitas doencas [58].

As décadas de 1960 e 1970 foram muito ricas para a imunologia, aparecendo
muitas hipoteses e descobertas em relacao (1) a aquisicao da tolerancia imunoloégica,
uma vez que o sistema imunitario necessitaria distinguir o que é proprio daquilo que
nao o ¢, respondendo ao estranho e tolerando o que é proprio do organismo; (2) a
especificidade unica tanto de anticorpos (imunoglobulinas) produzidos por apenas um
linfocito B como dos receptores de célula T (TCR, do inglés, T cell receptor) de um
unico linfocitos T; (3) aos mecanismos efetores de resposta celular; (4) a comunicacao
celular através de receptores e citocinas; (5) e a integracdo da imunidade adaptativa a
imunidade inata [4]. Nessa época, antes mesmo dos estudos de Doherty e Zinkernagel
sobre resposta imunolégica e MHC, apareceram os primeiros relatos sobre a
cooperacao entre linfocitos T e B. Vale o relato que o termo linfécitos T auxiliador (Th,
do inglés, T helper) ja era bastante utilizado em 1972, ano onde foi feita a descricao de
que essa cooperacao entre células T e B exigia compatibilidade do MHC, sem terem o
conhecimento do real papel dessas moléculas do H-2 (denominacdao do MHC de
camundongos) [59].

Tendo como base os marcadores de superficie celular conhecidos atualmente
como CD4 e CD8, os linfocitos T foram subdivididos — as células Th como positivas
para o marcador CD4* e negativas para o CD8*, e as células T citotoxicas, positivas
para CD8* e negativas para CD4* [60—62]. Em 1986, com os trabalhos de Timoty R.
Mosmann (1949- ) e Robert L. Coffman (1948- ), as células Th foram dicotomizadas
fenotipicamente em células Th do tipo 1 (Th1) e do tipo 2 (Th2), tendo como base a
producao de citocinas desses subtipos. Foi mostrado que os linf6citos Th1 tinham como
marcacao fenotipica a producao de interferon (IFN-) y enquanto os linfécitos Th2
apresentavam a producdao de interleucina (IL-) 4. IFN-y e linfotoxina-a (LT-a)

produzidos por células Thi mostraram-se importantes para ativar macro6fagos,
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resultando no aumento da capacidade dessas células de eliminar patégenos
intracelulares, bem como para o desenvolvimento da hipersensibilidade retardada, ao
passo que as citocinas de linfocitos Th2, IL-4 e IL-5, estariam mais ligadas a funcao de
auxiliadoras de resposta humoral, sendo importantes também para o desenvolvimento
de imunidade a helmintos, assim como de hipersensibilidade imediata [4,63,64].

Alguns trabalhos produzidos a partir dos estudos de Mosmann e Coffman
mostraram mais claramente que a dicotomia Th1/Th2 ocorria por um sistema de trés
sinais, sendo o primeiro sinal antigeno-especifico, via TCR, o segundo sinal sem
especificidade antigénica por molécula linfocitica coestimuladora CD28 que se ligava
a CD80 ou CD86 das células apresentadoras de antigeno (APCs, do inglés, antigen-
presenting cells) e um terceiro sinal promovido por ligacdo de citocinas aos seus
receptores presentes nos linfécitos Th. Assim, IFN-y e IL-12 associados aos seus
receptores estimulam a sinalizacao pelo transdutor de sinal e ativador de transcricao
(STAT, do inglés, signal transducer and activator of transcription) 1 e STAT4,
respectivamente, culminando com a ativacao do fator de transcricao T-bet, que induz
citocinas do padrao Thi e inibe os genes envolvidos com o desenvolvimento de células
Th2. Por outro lado, a ligacao de IL-4 a seu receptor ativa o fator de transcricao GATA-
3 via STAT6, o qual regula genes importantes para a diferenciacao do linfocito para
Th2, bem como reprime genes envolvidos com o desenvolvimento de células Th1 [65],
o que inibe a inducao de células Th1 [66].

Ainda no final da década de 80, uma outra descoberta da a imunidade inata uma
maior relevincia. Nessa época, os imunologistas ainda eram influenciados pelos
estudos de Karl Landsteiner (1868-1943), laureado com Prémio Nobel de Fisiologia
(Medicina), em 1930 [30], cujos experimentos de especificidades das reacoes
sorologicas possibilitaram a ele sugerir que as macromoléculas sao igualmente capazes
de dar origem a uma resposta imunologica (Landsteiner, 1945). Se esse fosse o caso, a
distincao feita pelo sistema imunologico entre o que era proprio do que era estranho
a0 nosso organismo, proposta introduzida em 1959, por Burnet e Frank Fenner (1914—
2010) [67], dependeria apenas do reconhecimento antigénico que os linfocitos T e B
fazem a partir de seus TCRs e BCRs (receptores de células B - BCR, do inglés, B cell
receptor), respectivamente. Essa hipotese era bastante plausivel, pois o repertorio de
reconhecimento antigénico da imunidade adaptativa pode chegar a casa de trilhoes de
especificidades diferentes e esses receptores antigeno-especificos de linfécitos nao sao

produzidos diretamente de genes presentes no genoma, mas indiretamente pela
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recombinacao génica, o que permite a geracao de imensa quantidade de possiveis
especificidades para esses receptores. Foi nesse ponto que as predicoes e a genialidade
de Charles A. Janeway Jr. (1943-2003) fizeram toda a diferenca, modificando essa
visao “landsteineriana” sobre a inducao da resposta imunol6gica. Em uma palestra, em
1989, no Cold Spring Harbor Symposium on Quantitative Biology, Janeway propos
que as células da imunidade inata conseguem detectar a presenca de patégenos por
meio de receptores de reconhecimento de padroes (PRRs, do inglés, pattern-
recognition receptors), sendo distribuidos nos espacos extracelular e intracelular. Pelo
fato de serem codificados diretamente de seus genes correspondentes e pela
quantidade limitada de genes no genoma dos seres humanos e de camundongos,
existia uma restricao na quantidade de tipos de PRRs. Porém, isso nao constituiu em
si um problema para essa hipotese, uma vez que cada tipo de PRR reconhece moléculas
bastante conservadas em grandes grupos de patogenos, coletivamente conhecidas
como padrdes moleculares associados a patogenos (PAMP, do inglés, pathogen-
associated molecular pattern) (Janeway, 1989). Para se ter uma ideia, um dos PRRs
denominado receptor Toll-simile (TLR, do inglés, Toll-like receptor) 4 — presente na
membrana plasmatica de fagocitos, tais como DCs, macrofagos e neutrofilos — tem a
capacidade de se ligar a lipopolissacarideo (LPS) que esta contido na membrana
externa da parede de bactérias Gram negativas. Logo, com apenas TLR4, essas células
podem fagocitar praticamente todas as inimeras espécies de bactérias que expdoem o
LPS em suas paredes [68]. Obviamente, os PAMPs nao sao moléculas proprias do
hospedeiro e, assim, servem como indicadores de infeccdo e para distin¢ao entre o que
é perigoso do que é inofensivo para o nosso organismo, satisfazendo de certa forma a
teoria do perigo (danger theory), proposta por Polly Matzinger, em 1994 [69], que se
constitui em um modelo alternativo para a teoria do préprio-nao proprio proposta por
Burnet e Fenner [70].

Apos as previsoes de Janeway, uma série de PRRs e PAMPs foram descobertos,
sendo esses ultimos moléculas estruturais de bactérias, fungos e virus, e de moléculas
biossintéticas, tais como DNA e RNA [71]. At¢ o momento, os PRRs podem ser
classificados em uma de seis familias de proteinas, sendo elas: (1) TLRs, (2) receptores
que contém dominio semelhante a lectina do tipo C (CLR) (do inglés, C-type lectin-like
receptor), (3) receptores que contém repeticoes ricas em leucina com dominio de
ligacdo de nucleotideos (NLRs, do inglés, nucleotide-binding and oligomerization

domain [NOD]-like receptors), (4) receptores similares ao gene I induzido por acido
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retinoico (RLRs, do inglés, retinoic acid-inducible gene I [RIG-I]-like receptors), (5)
receptores similares a AIM2 (ALRs, do inglés, Absent in melanoma 2 [AIM2]-like
receptors) e (6) sintase de GMP-AMP ciclico (cGAS, do inglés, cyclic GMP-AMP
synthase) e estimulador de genes de IFN (STING, do inglés, stimulator of interferon
genes) (via cGAS-STING). Os dois primeiros grupos de PRRs sdo proteinas integrais
de membrana da superficie celular e de vesiculas intracelulares, tal como o endossomo
enquanto os quatro tltimos sao sensores intracelulares de PAMPs [72].

O fato de a imunidade inata ser constituida por (1) barreiras anatémicas e
quimicas, (2) células especializadas, tais como células fagociticas, mastocitos, células
naturalmente citotoxicas (NK, do inglés, natural killer) e células linfoides inatas, e (3)
proteinas sanguineas, fez com que durante muito tempo esse tipo de imunidade fosse
genericamente descrita como inespecifica. A descoberta dos PRRs torna inapropriado
o uso de generalizacoes sobre a imunidade inata, existindo uma variagao significativa
em termos de reconhecimento — de barreiras sem qualquer especificidade para
cumprir sua funcao de impedir a entrada de patégenos a PRRs de fagbcitos com certo
grau de especificidade para seus respectivos PAMPs [73]. O conhecimento sobre
deteccao de moléculas que sinalizam perigo para o organismo vem se alterando e se
expandindo nos ultimos anos, com descoberta de que moléculas ex6genas pequenas,
tais como metabolitos microbianos, dietéticos fitoquimicos e poluentes, podem ser
reconhecidas por PRRs [74], sendo coletivamente designadas de padrées moleculares
associados a xenobidticos (XAMPs, do inglés, xenobiotic-associated molecular
patterns) [75]. Ainda mais interessante foi a descoberta que as moléculas que
sinalizam perigo podem ser endogenas, principalmente as que sao liberadas de células
lisadas ou danificadas, o que passou a ser chamado de padroes moleculares associados
ao dano (DAMPs, do inglés, damage-associated molecular patterns), tais como acido
hialuronico, histonas, acido ribonucleico mensageiro (RNAm), cristais de colesterol,
dentre outras [72]. Vale salientar que nas infeccOes, a acdo dos DAMPs pode ser
somada a de PAMPs, uma vez que a maioria dos patégenos causam a destruicao direta
ou indireta de células. Ainda em relacdo aos DAMPs, se por um lado, promovem
inflamacao estéril, importante para o reparo e regeneracao tecidual, por outro, podem
induzir inimeras doencas inflamatérias, inclusive distirbios metabélicos, doencas
neurodegenerativas, doencas autoimunes e cancer [76].

Quando os PRRs e outros receptores de imunidade inata associam-se a seus

ligantes exogenos ou endogenos induzem, no citosol, uma cascata de ativacao de
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enzimas e outros mensageiros quimicos, que culmina com a ativacao de fatores de
transcricao, os quais sao exportados para o nucleo, onde ligam-se a promotores que
estimulam transcricio de genes, cujos efeitos sao (1) a producdo de citocinas,
quimiocinas, horménios e fatores de crescimento, (2) formacao de um microambiente
inflamatorio, (3) eliminacao de células mortas e reestruturacao dos tecidos lesados
apos eliminacao do estimulo flogistico, (4) inducao de inflamacao cronica , quando ha
a manutencdo do agente inflamatorio e (5) transicdo da imunidade inata para a
adaptativa [77]. Além disso, PRRs também iniciam respostas nao transcricionais, tais
como fagocitose, autofagia, apoptose e processamento de citocinas [71].

Apesar da imunidade inata barrar, controlar e eliminar a maioria dos agentes
potencialmente patogénicos ao nosso organismo, alguns desses agentes e algumas
células cancerosas apresentam mecanismos de escape dessa imunidade [73]. Para
eliminar os agentes que se evadem da imunidade inata, foram desenvolvidos, em
vertebrados, mecanismos de respostas imunoldgicas adaptativas que sao altamente
diversos e especificos aos antigenos e que se sobrepdem e complementam os
mecanismos de imunidade inata — esses s3o coletivamente conhecidos como
imunidade adaptativa ou adquirida [78].

Os macrofagos e as DCs sao células mononucleares tissulares geradas a partir
de precursores da medula 6ssea e que tem uma enorme importancia para imunidade
inata e adaptativa. No caso dos macrofagos, esses sao liberados da medula 6ssea na
corrente sanguinea como monocitos, os quais tornam-se células residentes ao
adentrarem ao tecido. Nessa condicao, na dependéncia de sua distribuicdo e funcao
nos diferentes 6rgaos e tecidos, os macrofagos apresentam uma pluralidade de
morfologias e fenétipos [79]. Os monocitos também podem migrar via estimulacao por
citocinas e quimiocinas liberadas em tecidos inflamados, havendo consenso que a
atividade biologica dessas células é mediada por subpopulagdes fenotipicamente
distintas que sao geradas em resposta a mediadores que se encontram no
microambiente inflamatorio tecidual. A despeito da natureza heterogénea e espectral
da ativacao dos macrofagos, esses sao divididos em trés tipos: macrofagos nao ativados
(Mo), pro-inflamatorios (M1) e anti-inflamatérios (M2). Os macréfagos M1 sao
comuns em ambientes inflamatorios, os quais sio dominados por sinalizacoes
desencadeadas por TLRs e IFN-y, sendo mais relacionados a imunidade a bactérias e
patogenos intracelulares. Macréfagos M2, por sua vez, sdo encontrados em ambientes

com respostas anti-inflamatorias e as tipicas de imunidade a helmintos e processos
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alérgicos [80,81]. Os estudos dos macroéfagos tém evoluido bastante e levado a uma
atualizacdo substancial da nomenclatura. Por exemplo, os monoécitos podem ser
diretamente polarizados em trés subconjuntos de macréfagos com o fenotipo pro-
inflamatoério tipo M1 em resposta a estimulos proé-inflamatoérios enquanto varios
estimulos anti-inflamatorios diferenciam os monécitos em pelo menos cinco subtipos
de macrofagos M2 [81].

Diferente dos macréfagos que tém como precursor apenas o progenitor comum
de mondcito (cMoP, do inglés, common monocyte progenitor) [82], as DCs podem ter
uma origem mais diversa. As DCs derivadas de monocitos (moDCs - monocyte DCs)
originam-se de cMoP, as DCs convencionais ou classicas (cDC - conventional DC) do
tipos 1, cDC2 e DCs plasmocitoides (pDCs - plasmacytoid DCs) tem o progenitor
comum de DCs (CDP - common DC progenitor ) como precursor, enquanto as células
de Langerhans (LCs - Langerhans cells) derivam principalmente de monocitos do
figado fetal que colonizam a pele e mucosa durante a embriogénese e mantém-se por
proliferacao local por acao de fator estimulador de colénias de macrofagos (M-CSF, do
inglés, macrophage colony-stimulating factor) e IL-34 [83].

Para a transicao da imunidade inata para a adaptativa, as DCs tém um papel
fundamental. Essas células sdao residentes dos tecidos em uma condicao determinada
como imatura e comportam-se de modo similar a macréfagos, no sentido de serem
fagocitos altamente eficientes para promover a endocitose de particulas estranhas, no
entanto, elas tém pequena capacidade de apresentar antigenos para os linfocitos T. Ao
serem estimuladas via PRRs, além de algumas respostas transcricionais comuns a
fagocitos ativados por esses receptores, passam a expressar o receptor CCR7 que se liga
a quimiocinas CCL19 e CCL21, as quais sao produzidas em zonas de linfocitos T em
orgaos linfoides secundarios. Por conseguinte, as DCs CCR7+ migram do tecido para a
zona de linfocitos T do 6rgao linfoide secundario, tal como linfonodo. Em relacao a
captura de antigenos da circulacao sanguinea, as DCs fazem um processo de migracao
intraesplénica [84]. A chegada das DCs aos tecidos linfocitarios permite que se
encontrem com linfocitos T naives que recirculam entre o tecido linfoide, sistema
circulatorio sanguineo e vasos linfaticos, mas nao nos demais tecidos. Além da
expressao de CCR7, ocorre também uma série de mudancas nas DCs enquanto migram
em direcao ao tecido linfoide, tornando-se uma célula madura. Em contraposicao a
condicdao imatura, as DCs maduras tém uma diminuicao significativa da competéncia

fagocitica, além de um aumento substancial em sua capacidade de apresentacao
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antigénica e diferenciacdo de linfécitos T naives através do sistema de trés sinais, ja
comentado anteriormente. Essas caracteristicas dos linfocitos T naives e das DCs
fazem do oOrgado linfoide periférico o local de ativacdo dos linfocitos T e,
consequentemente, de iniciacio uma resposta imunologica especifica e especializada
para eliminacao do agente patogénico [85].

Como descrito previamente neste texto, os estudos de Mosmann e Coffman, em
1986, foram um marco na imunologia por alguns motivos. Dentre esses, acredito que
os principais foram: (1) iniciar o desvendamento dos mecanismos subjacentes a
especializacdo das respostas imunologicas, ou seja, a capacidade do sistema
imunoldgico de responder a antigenos muito diversos e que aparecem em diferentes
locais em nosso organismo, e (2) inspirar pesquisadores a buscarem a forma pela qual
outras células do sistema imunoldgico influenciam na especializacdo da resposta, tais
como subtipos de macrofagos e de DCs.

Além de desempenhar um papel fundamental de iniciar respostas imunologicas
adaptativas, apresentando antigenos e expressando receptores coestimuladores, por
conseguinte, ativando os linfocitos Th, as atribuicoes das DCs podem ainda variar no
que se refere a diferenciacao de linfocitos Th, o que tem relacdo com os subtipos
heterogéneos em termos fenotipicos e funcionais dessas células [73]. Aparentemente o
desenvolvimento dos subtipos de células T CD4* Th1 e Th2 coincide com os subtipos
de DCs que as ativou. Na literatura, até 0 momento, a maioria dos estudos mostram
que o subtipo de ¢cDCis sao capazes de induzir a ativacdo de células T CD8* e a
diferenciacao de células T CD4* naive em Th1 ou Th17, enquanto o subtipo de cDC2s
promove a diferenciacao para células Th2, podendo ocorrer desvio para Th17. Nesse
caso, ha um processo dependente do fator de transcricao KLF4 para ¢cDC2s induzirem
diferenciacao para Th2, enquanto na auséncia desse fator o desvio ocorre para Th17.
Tanto cDC1s quanto ¢cDC2s sdo capazes de capturar antigenos e migrar para linfonodos
para o inicio de respostas imunologicas adaptativas, contudo, elas diferem em sua
capacidade de resposta a sinais migratorios e inflamatérios no microambiente e em
sua capacidade de induzir a ativacdo ou regulacao de células T [86,87]. As cDCz2s
também diferenciam células T CD4* naive em Th foliculares (Tfh, do inglés, T
follicular helper), as quais cooperam com as células B a fim de gerar troca de classe e
maturacao de afinidade das imunoglobulinas, bem como a geracao de células B de
memoria. Provavelmente, essa discrepancia na diferenciacao para Th2 ou Tfh esta

associada ao local onde estao as DCs no tecido linfoide secundario [88].
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Devido a sua localizacao, as LCs correspondem a um subtipo importante para
captura de antigenos da pele e mucosa, uma funcao que parece ser compartilhada com
cDC2s. As cDC2s e LCs produtoras de I1.-6 e IL.-23 favorecem a diferenciacao de células
Th17, sendo pouco conhecido sobre a localizacao dessa interacao. LCs também podem
diferenciar células T CD4* naive em células Tth ou Th17 a depender do estimulo no
microambiente tecidual [86,89]. Ja as pDCs sao consideradas sao um tipo de célula
sentinela especial que pode detectar acidos nucleicos de patogenos, principalmente de
virus, como PAMPs. Em resposta, produzem IFN do tipo I de forma rapida e em grande
quantidade, sendo uma das principais fontes dessa citocina [90], cuja acdo antiviral
em mamiferos é fundamental [91]. Nao é surpreendente, mas bastante interessante,
que antigenos proprios, por exemplo, fazem que DCs promovam o desenvolvimento
células T reguladoras (Treg) induzidas, que assim como as células Treg naturais sao
cruciais para a manutencao da autotolerancia imunolégica e homeostase [86].

De fato, a complexidade das interacoes no microambiente linfoide dificulta a
analise e determinacdo do papel de cada subtipo de DCs. Ademais, existe a
possibilidade de colaboracdo entre os subtipos de DCs. Por exemplo, pDCs CCR5*
atraidas por quimiocinas para locais de interacdes entre células T CD8* e cDCis,
permitem com que haja estimulacido das funcées de ¢cDCis por meio producao de
interferon tipo I. Assim, as pDCs que migram para as cercanias dos locais onde esta
havendo interacao células T CD8+-cDC1s atuam como um componente relevante para
a natureza e magnitude das respostas das células T CD8 [92].

Com essas informacgOes acima mostrando a relevancia das DCs para a
modulacao das respostas imunologicas, nao é de se estranhar que sejam candidatas
naturais a imunoterapicos, ja sendo descritas em muitos estudos como valorosas para
diversos tratamentos (revisto por [93]).

Embora tenha-se avancado bastante na compreensao da interacao de DCs e
linfécitos T, ainda ha muitas lacunas nesse campo. E importante salientar que a
diferenciacao dos linfocitos Th em subtipos nao é restrita aos linfocitos Th1, Th2, Th1y
e Tth, havendo um ntimero crescente desses subtipos, os quais compreendem, até o
momento, além dos quatro subtipos citados acima, células Th3, Ths, Thg, Th22 e Th2s
[94]. Além desses subtipos, ainda existe a plasticidade de algumas dessas células no
sentido de transformacdo de um subtipo em outro [95,96], o que causa confusao e
controvérsia. Isso levou a propostas, como a de Tuzlak e colaboradores, que sugerem

que a polarizacao individual das células Th em si nao seria relevante. Seria necessaria
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a avaliacao de um contexto em que a funcao dessas células deveria ser analisada em
conjunto e em relacdo a funcao auxiliadora que desempenham, categorizando-as em
termos do auxilio que fornecem aos fagocitos (tipo 1), as células B, eosindfilos e
mastocitos (tipo 2) e para células de tecidos ndo imunes, incluindo o estroma e o
epitélio (tipo 3) [94].

As respostas imunologicas tém como uma de suas caracteristicas a producao de
fendmenos imunopatoldgicos, os quais podem variar de inflamacao branda a quadro
graves, como na sepse. Além disso, esses fenomenos tém duracao que pode ser variavel,
de poucos dias, como em algumas infec¢oes virais agudas, a perpetuacao das respostas,
como nas autoimunidades, doencas inflamatorias cronicas e alergias. Esses espectros
de sintomas correlacionam-se com a regulacao das respostas imunologicas, algo que
tem grande relevancia clinica, posto que a manipulacao e ajustes finos das respostas
imunoldgicas possibilitariam a geracdo de respostas mais adequadas e,
consequentemente, menos lesao. Dentre as células que sdo importantes para o controle
dessas respostas, destaca-se as células Treg [97] e DCs [98], que regulam o sistema
imunolégico através de uma série de mecanismos e moléculas. Dentre esses, estao em
evidéncia, nesses nos altimos anos, as proteinas de ponto de verificacao (ICP - immune
checkpoint) nas células do sistema imunolégico, tais como a proteina 4 associada a
linfocitos T citotoxicos (CD152, CTLA-4 - cytotoxic T-lymphocyte-associated protein
4) [99] e o receptor 1 de morte programada (PD-1 - Programmed Cell Death 1) e seus
ligantes PD-L1 e PD-L2 [100]. Atualmente, inibidores de ICP hoje sao vistos como
imunoterapicos impressionantes, sendo muito estudado em tratamentos oncologicos
[100,101].

A despeito de todos os desafios que os imunologistas enfrentam em relacao a
descoberta de pecas importantes nesse imenso quebra-cabeca imunologico, de como
essas pecas se encaixam e sao reguladas e como elas se correlacionam com outros
componentes nao imunolégicos, muitos avangos sao observados em diversos campos
de aplicacao dos conhecimentos basicos. Com o conhecimento que temos no momento,
é possivel estabelecer certos roteiros para o sucesso imunoterapéutico, numa
combinac¢do bem ajustada de tratamentos para criar, desviar um pouco ou modificar
completamente as respostas imunologicas, estimulando-as ou suprimindo-as,
procurando regular esse ajuste fino que existe entre imunidade e tolerancia, tornando

as respostas as adequadas por longo prazo.
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4 PROGRESSOS EM IMUNOTERAPIA

Atualmente, os avancos em imunoterapia sao surpreendentes, sendo
representados pelo desenvolvimento de um arsenal de moléculas, células e estratégias
para a "modulacao" do sistema imunologico [8]. Os imunoterapicos variam bastante e
sua acao pode ser ou nao especifica para antigeno(s) dos patogenos, alérgenos,
antigenos tumorais especificos (TSA, do inglés, tumour-specific antigen) ou
autontigenos. Independentemente de sua especificidade, devem ser desencadeadores
de mudancas em uma resposta imunolégica ja desenvolvida, a qual se mostra
inapropriada, como nas hipersensibilidades e doencas autoimunes, e/ou ineficiente
para combater o agente causal da doenca, quer seja células tumorais, quer seja agentes
infecciosos. De uma forma genérica, alguns autores tém classificado as imunoterapias
em dois tipos: estimuladora ou supressora de respostas imunologicas [1]. Na verdade,
essa forma de classificar pode apresentar certos problemas porque alguns
imunoterapicos, como os anticorpos, podem agir como potencializadores ou
bloqueadores de respostas imunoldgicas, sendo agonistas ou antagonistas de
receptores ou, ainda, neutralizadores de moléculas do sistema imunitario. Ademais,
podem ser usados como uma resposta pré-estabelecida na forma de imunizacao
passiva. Aqui, escolheu-se uma outra classificacao, baseada na forma pela qual a
resposta imunolégica podera ser “alterada”, ou seja, modulacao de modo especifico ou
inespecifico para (os) antigeno(s) relacionado(s)s a doenca, podendo esses serem do

agente etioldgico da infeccao, TSA ou alérgenos.

4.1 Imunoterapicos nao relacionados a antigeno(s) especificos de
patogenos, TSA ou alérgenos

A alteracao da resposta imunoldgica por esses imunoterapicos para eliminar ou

melhorar os sintomas de certas doencas podem ser realizadas por diversos tipos de

estratégias usando moléculas, nanoparticulas ou organismos, que podem ou nao ser

geneticamente modificados.

4.1.1 Micro-organismos, parasitos e seus produtos
Ap6s os trabalhos pioneiros de imunoterapia com bactérias para o tratamento
de canceres no final do século XIX, o uso de micro-organismos para esse fim ficou

bastante restrito, perdendo relevancia apos a morte de Coley, em 1936. Nesse periodo,
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a radioterapia tinha sido estabelecida como um tratamento para tumores e a
quimioterapia vinha sendo aceita, sendo alta a esperanca de que essas terapias
levariam a cura desses tipos doencas [102].

Em 1928, Pearl [103] ja havia encontrado indicac6es de que micobactérias
poderiam ser usadas como imunoterapia. Essas pistas vieram ao perceber que canceres
eram pouco frequentes quando se analisava materiais oriundos de autdpsias de
pacientes que morreram de tuberculose ativa. Porém, isso passou a ser uma
possibilidade real apenas em 1959, quando Old e colaboradores [104] publicaram um
estudo mostrando que camundongos tornavam-se mais resistentes a tumores quando
infectados intravenosamente (i.v.) com a vacina que contém M. bovis atenuado (BCG).
Alguns trabalhos com essa vacina foram feitos entre as décadas de 1960 e 1970, no
entanto, foi o trabalho de Morales e colaboradores, em 1976 [105], que mostrou um
efeito positivo dessa vacina no tratamento de tumores de bexiga, uma pratica clinica
reconhecida e usada até aos dias de hoje para esse tipo de cancer [106].

Além do tratamento com a linhagem OK-432 de Streptococcus pyogenes, usada
como terapia alternativa para tratamento cirtrgico de linfangioma, e o BCG, como
terapia complementar para cancer de bexiga, muitas estratégias usando bactérias vivas
ou modificadas por engenharia genética ou componentes desses micro-organismos
estdo sob investigacdo, dadas as suas caracteristicas estimuladoras do sistema
imunolégico. Sao exemplos desses estudos os testes clinicos com Clostridium
(linhagem NT de C. novyi) para tratamento de tumores solidos e Salmonella enterica
serovar Typhimurium (linhagem VNP20009) para melanomas, e as pesquisas em fase
experimental com Magnetococcus marinus (linhagem MC1) para terapia de tumores
solidos e alguns canceres metabolicos, e as vesiculas de membrana externa (OMVs),
produzidas por bactérias Gram-negativas, para tratamento de melanomas [107,108].

Muitos componentes fungicos também tém potencial como agentes
terapéuticos [109], mas, certamente, as moléculas contendo polimeros de (-1,3-
glucana s3o as mais exploradas. Essa tendéncia vem desde meados do século XX,
quando se observou que o zimosan, complexos proteina-carboidrato da parede de
Saccharomyces cerevisiae, poderia estimular a defesa do hospedeiro contra sarcomas
desenvolvidos experimentalmente em camundongos [110]. A partir dessa época, em
uma variedade de condic¢oes, tem-se demonstrado que a terapia in vivo com B-glucanas
potencializa as respostas imunolégicas do hospedeiro, o que inclui tumores e infeccoes

com fungos, bactérias, virus e protozoarios [111].
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E interessante observar que até mesmo parasitos e seus componentes tém sido
estudados como imunoterapicos. Dentre os protozoarios, tem-se a linhagem CPS de
Toxoplasma gondii, mutante do gene da carbamoil fosfato sintase e auxotrofica para
uracila, para tratamento de tumores agressivos, como os canceres de pancreas, pulmao
e ovario e melanomas. Ainda mais interessante é que os antigenos do lisado de T.
gondii, mais seguros que o parasito vivo atenuado, podem ser usados como terapia
para doencas neurodegenerativas, além de cancer [108]. J4 em relacao aos helmintos,
ha alguns ja testados, bem como seus componentes, que possivelmente poderiam
alterar o curso da resposta imunitaria em alergias e autoimunidade [112].

Os PRRs, como descrito anteriormente neste texto, sdo sensores importantes
para deteccao de perigo por nosso sistema imunologico e o entendimento de como eles
podem estimular, modificar ou reprimir uma resposta imunolégica os tornam
determinantes para estabelecimento de métodos profilaticos e terapéuticos para
inimeras doencgas. Nos primérdios da imunoterapia, a estimulacao desses PRRs se fez
de modo inconsciente e empirico pelo uso de bactérias e compostos de micro-
organismos, avancando-se para agonistas e antagonistas sintéticos. Quase a totalidade
das respostas modificadas por esses micro-organismos ou seus componentes
correlaciona-se com a estimulacao de PRRs. Para BCG, por exemplo, nao esta claro o
mecanismo pelo qual é desencadeada a resposta contra tumor de bexiga, todavia, esse
depende da inducao de resposta Th1 e da acdo antitumoral de linfocitos T citotoxicos,
células NK, macrofagos e neutrdfilos [108]. Efetivamente, componentes
micobacterianos podem estimular PRRs, tais como TLRs, NLRs e receptores CLR,
especialmente TLR2, TLR4 e TLR9, levando a producao de citocinas pro-inflamatoérias
[113], importantes para eliminacao do tumor.

Esse exemplo acima nos da a dimensao de quao importantes podem ser os
PAMPs de micro-organismos ou seus derivados sintéticos para inducao de respostas
inflamatorias. Dos 10 subtipos de TLRs em seres humanos, TLR1, TLR2, TLR4, TLR5,
TLR6 e TLR10 s3o expressos na membrana plasmatica celular, TLR3, TLR7, TLRS8 e
TLR9, em endossomos, estando todos na forma de dimeros. TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9
estao relacionados ao reconhecimento de 4cidos nucléicos de virus, bactérias, fungos e
protozoarios, TLR2, a lipopeptideos estranhos, tais como lipoproteina associada a
peptidoglicano, lipoarabinomanana de micobactérias e glicoproteinas semelhantes a
mucina ancoradas com glicosilfosfatidilinositol isoladas de Trypanosoma cruzi, TLR4,

a LPS e TLRs5, a flagelina de bactérias [114]. O ligante de TLR10 nao é conhecido até o
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momento, apesar de alguns investigadores sugerirem que possa ligar lipopeptideos
diacilados. Diferente do outros TLRs, TLR10 tém propriedades anti-inflamatorias,
abrindo perspectivas de que possa também ser explorado como alvo terapéutico [115].
TLR1 e TLR6 formam heterodimeros com TLR2, o que mostra uma complexidade de
resposta de PRRs quando se avalia as interagdes entre esses receptores. A geragao de
heterodimeros de TLR2/TLR1 ou TLR2/TLR6 parece ser um mecanismo evolutivo que
ampliou o espectro de ligantes, permitindo que sejam reconhecidas diferentes
estruturas de lipopeptideos presentes em varios patégenos [116]. Os heterodimeros de
TLR2 podem ainda interagir com os receptores CD14, o receptor Scavenger CD36 e o
receptor 4 de quimiocina CXC (CXCR4) e desencadear respostas sinérgicas. TLR4, por
sua vez, forma um complexo com a proteina MD-2 para reconhecer LPS, podendo
ainda ligar a proteina ligante de LPS e a CD14, o que aumenta a sensibilidade do
complexo de 100 a 1.000 vezes [117]. Parece claro que os diversos tipos de PRRs se
agrupam e funcionam como um aparato multicomponente para deteccao de patégenos
e regulacio da resposta imunoldgica. Além dos TLRs, fazem parte desses
agrupamentos os receptores de Fc de imunoglobulinas, que ao se ligarem aos
anticorpos ligados a patogenos, principalmente Fc de IgG, induzem imunidade inata
dependente de anticorpo [118], e os CLRs, tais como dectina-1, receptor de manose,
dentre outros, que se ligam a uma variedade de estruturas de carboidratos de micro-
organismos [119,120]. O conhecimento das repercussoes das respostas desencadeadas
por esses complexos de receptores pode ter grande impacto, pois associagoes
inesperadas podem ser usadas em imunoterapia, como por exemplo, o aumento da a
eficicia da imunoterapia contra o cancer baseada em anticorpos que bloqueiam
receptores de ICP (CTLA-4) a partir da coativacao de TLRs [101].

Um nimero crescente de relatos na literatura indica que células da imunidade
inata podem apresentar caracteristicas adaptativas, tal como uma resposta mais
robusta apos o segundo contato com um agente infeccioso. Esse fenOmeno nao é
restrito a vertebrados, sendo relatado em plantas e invertebrados, os quais nao tem
imunidade adaptativa [121]. Em células, tais como mondcitos, macrofagos, neutréfilos,
células NK, dentre outras, ocorre uma reprogramacao funcional de longo prazo, que é
induzida por estimuladores exodgenos ou endogenos e que leva a uma mudanca na
resposta ap6s um segundo desafio, retornando, posteriormente, a um estado de
homeostase [122]. Por ser um processo diferente da memoria imunologica, que é uma

caracteristica da imunidade adaptativa, esse foi denominado de imunidade treinada. A
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resposta secundaria dessas células de imunidade inata ao reestimulo inespecifico pode
ser mais ou menos robusta do que a resposta primaria, mostrando que ha um ajuste
em relacdo ao tempo e ao contexto. Apesar desse conceito geral, parece que a
imunidade treinada é processo de adaptacao a longo prazo das células de imunidade
inata. Sem contar que diferentes estimulos, tais como -glucana, LPS ou a vacina BCG
podem induzir diferentes programas de imunidade treinada [121].

Uma parte significativa das definicbes de imunidade treinada vieram de
trabalho interessantes sobre o uso do BCG em modelos experimentais, mostrando que
essa vacina levou a protecdo de animais contra infeccoes secundarias por Candida
albicans [123], Schistosoma mansoni [124] e M. tuberculosis [125]. Em seres humanos,
os dados epidemioldgicos sugerem as vacinas vivas contra sarampo, variola e
poliomielite, bem como o BCG, tém efeitos inespecificos benéficos, isto é, sao
protetores contra outras infeccoes [126]. Ademais, existem muitas evidéncias de que
os efeitos do BCG como imunoterapico antitumoral, tais como cancer de bexiga,
melanoma, leucemia e linfoma parecem ser dependentes de sua capacidade de induzir
imunidade treinada em monocitos e macréfagos [127]. Um outro agente indutor de
imunidade treinada interessante é o LPS. Um estudo demonstrou que essa endotoxina
induz mudancas em células troncos hematopoiéticas, aumentando a capacidade de
resposta de genes imunolégicos associados a estimulacao secundaria. Essa estimulacao
melhorou a resposta inata contra a Pseudomonas aeroginosa, aparentemente por
reprogramacoes transcriptomica, epigenética e funcional de progenitores mieloides.
Curiosamente, os autores sugerem que uma funcao de memoria integral da imunidade
inata poderia ser gravada epigeneticamente a partir do histérico de infeccoes [128].

Posto isso, fica claro que a criacdo de agonistas ou antagonistas de TLRs
baseados nos requisitos estruturais de ligacao estabelecidos para PAMPs abre uma
janela de oportunidades para sintese de novos imunoterapicos aplicaveis a inimeras
intervencoes clinica. Isso ja € uma realidade em moléculas como o monofosforil lipideo
A (MPLA), molécula derivada do lipideo A do LPS, que mantém a estimulacao de
TLR4, porém, sem a propriedade endotoxica, e 0 imiquimod, ligante de TLR7, ambos
licenciados para uso em seres humanos. O MPLA esta mais associado a formulagoes
vacinais, como por exemplo Fendrix, para hepatite B, e o imiquimod sendo usado para

curar doencas virais [129].
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4.1.2 Moléculas imunoestimuladoras

As moléculas imunoestimuladoras podem agir como agentes profilaticos ou
terapéuticos. Sao considerados potencializadores da resisténcia de um organismo a
infeccao, estimulando a imunidade inata e/ou a adaptativa. Dentre as drogas mais
usadas como estimuladores de resposta imunologica estdao o levamisol, que foi
sintetizado inicialmente como um anti-helmintico, porém, restaura a funcao
imunoldgica deprimida de linfécitos B, linfécitos T, monoécitos e macrofagos; a
talidomida, que embora seja um teratégeno que induz uma série de defeitos
congénitos, diminui o TNF circulante em pacientes com eritema nodoso hansénico; a
isoprinosina, que promove a producao de IL-1, IL-2 e IFN-y e a proliferacao de
linfocitos em resposta a estimulos antigénicos; a imunocianina, uma forma estavel de
hemocianina, usada no tratamento de cancer de bexiga, resulta na maior ativacao de
células Th e células T citotoxicas, macrofagos e células NK; e a bestatina, um dipeptideo
[(2S, 3R)-3-amino-2-hidroxi-4-fenilbutanoil]-L-leucina que estimula ou aumenta a
atividade dos linfécitos T e B [58]. De fato, essa é uma area de pesquisa continua,
havendo, atualmente, muitos compostos de plantas medicinais sendo estudados como

imunoestimuladores [58,130].

4.1.3 Inibidores de ICP

As proteinas ICPs sao moléculas (receptores) reguladoras do sistema
imunolégico que atuam como “guardias” das respostas imunitarias. Normalmente,
esses receptores fornecem sinais inibitérios via sequéncia presente na porcao
intracelular do receptor que contém o motivo de inibicdo baseado em tirosina do
imunorreceptor (ITIM, do inglés, immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif)
ou o motivo interruptor baseado em tirosina do imunorreceptor (ITSM, do inglés,
immunoreceptor tyrosine-based switch motif). Desempenham papéis fundamentais
na prevencao de doencas autoimune através da regulacao de respostas dos linfocitos.
Curiosamente, os linfocitos T intratumorais apresentam essas proteinas, o que resulta
em exaustao dessas células, podendo esse estado ser revertido com o bloqueio desses
receptores. As moléculas de ICPs também sao altamente expressas em linfocitos Tregs
e usadas em um dos mecanismos que esses linfocitos usam para suprimirem de células
T efetoras [131].

Terapias com anticorpos antagonistas tém sido desenvolvidas, promovendo o

impedimento estérico da associacao do ligante com essas proteinas ICPs, bloqueando
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assim a inibicao das respostas imunologicas [131,132]. Embora tenham sido descritos
alguns receptores de ICPs na superficie de linfécitos, tais como CTLA-4, PD-1, gene 3
de ativacao de linfocitos (CD223 ou LAG3, do inglés, Lymphocyte-activation gene 3),
proteina 3 contendo dominios mucina e imunoglobulina de célula T (TIM3, do inglés,
T cell immunoglobulin and mucin domain-containing protein 3), imunorreceptor de
células T com dominios imunoglobulinas e ITIM (TIGIT do inglés, T -cell
immunoreceptor with Ig and ITIM domains) e atenuador de linfocitos T e B (BTLA do
inglés, B and T lymphocyte atenuator), até o momento, os tratamentos que visam o
bloqueio de PD-1/PD-L1 foram os mais bem-sucedidos [131]. O bloqueio de CTLA-4
tem sido testado clinicamente com os mAbs antagonistas Ipilimumab e
Tremelimumab para tratamento de melanoma, sendo o primeiro liberado para uso
pela agéncia federal reguladora do Departamento de Satide e Servicos Humanos dos
EUA (FDA, do inglés Food and Drug Administration) [133]. J& para PD-1/PD-L1,
existem cinco anticorpos antagonistas (Atezolizumab, Avelumab, Durvalumab,
Nivolumab e Pembrolizumab) aprovados pelo FDA para tratar uma ampla variedade
de tipos de canceres. De um modo interessante, a terapia de bloqueio de receptores de
ICP, em geral, leva a uma resposta mais duradoura do que a quimioterapia ou terapias
direcionadas, o que remete a inducao da memoria imunologica [132].

Apesar de a liberacdo de resposta imunolégica no microambiente tumoral ter
efeitos benéficos, o que pesa favoravelmente na balanca, deve ser mencionado que ao
diminuir a regulacao de resposta contra autoantigenos, esse tratamento pode induzir
efeitos colaterais graves, principalmente, fenomenos autoimunes. A despeito de todos
os progressos feitos nessa area, pesquisas sobre a regulaciao da resposta imunologica
ainda sao imprescindiveis para se obter melhores marcadores, aumentar o rol de
canceres trataveis por esse tipo tratamento e diminuir as reacdes autoimunes

decorrentes desses tipos imunoterapia [131,132].

4.1.4 Moléculas imunossupressoras
As respostas imunologicas antiautoantigenos, que aparecem naturalmente ou
decorrentes dos tratamentos que usam o bloqueio de moléculas de ICP, e
antialoantigenos, apdés o transplante de 6rgaos, necessitam ser manipuladas com
cuidado para evitar risco de leses graves, pois a imunossupressao aumenta o risco de
infeccao e cancer, consistindo em um ajuste fino que é dificil de ser obtido. Assim,

desenvolveu-se uma estrutura conceitual de todos os elementos que contribuem para
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o risco infeccioso, denominado de “imunossupressao liquida” (traducao livre do inglés,

net state of immunosuppression), possibilitando uma adequacao melhor nas terapias

e, consequentemente, nos seus resultados. Além disso, existem desafios em se

manipular as respostas inflamatorias graves em doencas como sepse e COVID-19,

dentre outras. Dentre os tratamentos mais usados, temos [58,134,135]:

e Glicocorticoides: ligam-se a seu receptor, bloqueando direta ou indiretamente
fatores de transcricao que estao envolvidos na regulacao de genes pro-inflamatorios.
Assim, sua acao gera variacoes na liberacao de citocinas inflamatorias e sinalizacao
celular, determinando suas propriedades anti-inflamatorias e imunossupressoras.

e Azatioprina: esse composto é metabolizado em 6-mercaptopurina, resultando em 6-
metil-mercaptopurina e 6-tioguanina, as quais sao incorporadas ao DNA das células
em divisdo. Também bloqueia a sintese de purina. Como consequéncia inibe a
proliferacao de linfocitos T e B, dentre outras células.

e Ciclofosfamida: é uma pro-droga antineoplasica metabolizada pelas enzimas P450
em um metabdlito ativo, a mostarda de fosforamida, que alquila DNA. Essa reacao
gera mutacao e fragmentacao do DNA e morte celular. Nao é especifica, por isso,
pode atuar sobre outras células produzindo leucopenia, esterilidade, cistite
hemorragica e tumorogénese.

e Metotrexato: inibe a enzima diidrofolato redutase, acumulando folatos oxidados
inativos e, assim, bloqueia a sintese de nucleotideos, matando as células na fase de
sintese de DNA (S).

e Inibidor da calcineurina: a calcineurina é uma fosfatase de serina-treonina que
controla a atividade do fator nuclear de células T ativadas (NFAT), que é necessario
para ativacao de células T e expressao de IL-2 no inicio das respostas imunolégicas.
Os inibidores, tais como ciclosporina e tacrolimo, se ligam a imunofilinas e
bloqueiam o efeito de calcineurina e, por conseguinte, reduzem a producao de
interleucina-2 e proliferacao de células T, propiciando a imunossupressao.

e Inibidor mTOR: Os inibidores, tal como sirolimo, se ligam a imunofilina FKBP12 e
inibem o mTOR, uma proteina quinase responsavel pela progressao do ciclo celular,
suprimindo a proliferacao de linfécitos T.

e Micofenolato de mofetila: inibe da inosina-5'-monofosfato desidrogenase,
resultando no comprometimento da sintese de purina, com amplos efeitos nas

células T, células B, DCs, mondcitos e macrofagos.
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e Imunoglobulina antitimocito: gamaglobulina de soro de coelhos imunizados com
timocitos humanos. O soro antitimocitos contém anticorpos ativadores do sistema
complemento (liticos) que se ligam a CD2, CD3, CD4, CD8, CD11a, CD18, CD25,
CD44, CD45 e moléculas de HLA de classe I e 11, expressas na superficie do linfocito
T. Reduz o namero de linfécitos circulantes por aglutinacao ou lise.

e Bloqueadores de coestimulacao: como descrito anteriormente, a resposta
imunolbgica necessita de trés sinais. Os anticorpos ou receptores solaveis
direcionados a moléculas responsaveis pelo segundo sinal potencialmente podem
ser usadas como agentes terapéuticos. O Abatecept e Belatacept sao bons exemplos
desses tipos de imunossupressores liberados para uso em seres humano,
constituindo-se proteinas soltveis produzida pela fusao do CTLA-4 com a regiao Fc
de IgG. Essas moléculas bloqueiam o segundo sinal de ativacao dos linfocitos T,
impedindo a ligacdo de CD28 a CD80/CD86. Além de impedir a coestimulagao,
podem induzir anergia em linfocitos T por auséncia de segundo sinal.

e Alemtuzumab, Basiliximab e Rituximab: ligam aos receptores celulares CD25
(cadeia a do receptor de IL-2), CD52 (presente em 95% das células T periféricas) e
CD20, respectivamente. Basiliximab inibe a proliferacao de células T dependente de
IL-2. Alemtuzumab leva a depletacao de linfécitos T e B enquanto Rituximab induz
a lise apenas de linfocitos B.

e Eculizumab e Tocilizumab: O primeiro leva ao bloqueio da formacao do complexo
de ataque a membrana do sistema complemento por impedir a clivagem de C5 em
Csa e Csb.

e Bloqueadores de citocinas: sao proteinas de fusao ou mAbs que bloqueia citocinas,
sendo mais comuns o bloqueio de citocinas inflamatérias. Diminuem os efeitos
dessas moléculas em doencas inflamatoérias crénicas, incluindo as autoimunes.
Entre os mAbs se destacam Adalimumab, Certolizumab pegol (Fab peguilado),
Infliximab e Golimumab para bloqueio de uma das citocinas inflamatérias mais
importantes, o TNF; Tocilizumab, que se liga ao receptor de IL-6, inibindo assim a
acao da citocina inflamatéria multifuncional IL-6; e Denosumab para bloqueio do
ligante do receptor ativador do fator nuclear capa B (RANKL, do inglés, receptor
activator of NF-kB ligand), impedindo a ativacdo de fibroblastos sinoviais
envolvidos na reabsorcao 6ssea. Os bloqueios também podem ser feitos com
proteinas recombinantes, tais como Anakinra, uma proteina recombinante soltvel

antagonista do receptor de IL-1, e Etanercept, proteina recombinante solavel
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produzida pela fusao do receptor de TNF com a regidao Fc de IgG, tendo como
finalidade bloquear TNF.

4.1.5 Terapia com imunoglobulina intravenosa (IVIg)

As imunoglobulinas ou anticorpos podem ser usados para transferir protecao,
como demonstrado no final do século XIX, por Behring e Kitasato [25,28]. Algo
diferente foi feito com essas moléculas, em 1952, quando Ogden Carr Bruton (1908-
2003) tratou um paciente com agamaglobulinemia com uma preparacao fracionada do
sangue de individuos saudaveis segundo a técnica de Edwin Joseph Cohn (1892-1953)
[136]. As preparacoes de IVIg consistem em um concentrado de imunoglobulinas
derivado de 1.000 a 100.000 doadores saudaveis [137]. Além de suplementacdao em
imunodeficiéncias, a IVIg foi testada em outras patologias. De fato, houve um resultado
incrivel quando uma dose quatro vezes maior que a dose de suplementacao foi testada
em paciente com purpura trombocitopénica idiopatica [138]. Apds esse achado, as
propriedades anti-inflamatérias da IVIg tém sido cada vez mais exploradas para tratar
muitas doengas autoimunes e sistémicas. O que varia nesses tratamentos é a dose
aplicada, onde baixa dose de IVIg serve para reposicao passiva de imunoglobulinas em
imunodeficiéncias enquanto altas doses propiciam uma atividade anti-inflamatoéria
[137]. Hoje, as IVIg sdo indicadas em duas situagoes principais: (1) terapia de reposicao
em imunodeficiéncias primarias ou secundarias ou (2) imunomodulacao, tais como
purpura trombocitopénica idiopatica, sindrome de Guillain-Barré (GBS),
polineuropatia desmielinizante inflamatoria cronica e doenca de Kawasaki. [136]. Ha
também recomendacao de uso off-label em doencas infecciosas com inflamacao grave,

como sepse [139] e COVID-19[140].

4.1.6 Terapia com citocinas

As citocinas sdao moléculas soliveis que fazem comunicacao intercelular, sendo
responsaveis pela homeostase do nosso organismo. No sistema imunologico, a
expressao alterada dessas moléculas ou a desregulacdo das vias intracelulares que
promovem a homeostase induz a distirbios autoimunes, inflamacdo cronica e
malignidades. Assim, a terapia com citocina visa manipular o sistema imunologico a
fim de restaurar ou bloquear a atividade dessas moléculas para tratar a doenca. O
direcionamento terapéutico dessas moléculas ou de seus receptores levaria ao

tratamento de condicées inflamatorias, distirbios relacionados ao sistema
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imunolodgico e malignidades. Sao exemplos desse tipo de imunoterapia o aumento do
estado antiviral desencadeado pelo tratamento com IFN do tipo I, os ensaios clinicos
com IL-2 e IFN-y para o tratamento de infec¢oes micobacterianas [141], IL-2, IL-12,
IL-15, IL-21, IFN-a, TNF, fator g de transformacao do crescimento (TGF-p, do inglés,
transforming growth factor), fator estimulador de colonias de granulbcitos e
macrofagos (GM-CSF, do inglés, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)
e fator 1 estimulador de colonia (CSF-1, do inglés, colony-stimulating factor-1), bem
como e outras citocinas que promovem a producdo ou estimulacdo de células

mieloides, para o tratamento de canceres [142].

4.2 Imunoterapicos relacionados a antigeno(s) especificos de
patogenos, TSA ou alérgenos
Dentre as imunoterapias direcionadas aos antigenos diretamente relacionados

as doencas, constam as imunoterapias passivas e imunoterapias ativas.

4.2.1 Imunoterapia passiva

Previamente, imunizacdo passiva ou imunoterapia passiva referia-se a
transferéncia de anticorpos para um individuo desprotegido para a prevencao ou
tratamento da doenca. Desde as propostas iniciais de uso desse procedimento
terapéutico por Behringer, Kitasato e Ehrlich, a técnica tem avancado, embora ainda
se utilize a mesma base racional descrita ha cerca de 130 anos [143]. Atualmente, o
termo se expandiu para albergar a terapia de transferéncia passiva de células
imunitarias circulantes maduras, das quais células do sistema imunologico
transformadas geneticamente sao as mais utilizadas [144]. Anticorpos e essas células
sao produzidas ex vivo, em algumas situacoes manipulados, e transferidos para os

individuos aos quais se quer proteger.

4.2.1.1 Imunoterapia com anticorpos policlonais
Essa imunizacao é necessaria quando o paciente apresenta deficiéncia de

anticorpos, tais como nas imunodeficiéncias congénitas e adquiridas, ou quando héa
necessidade de uma resposta instantanea. Em muitas dessas situacoes, a acao da(s)
entidade(s) ou molécula(s) patogénica(s) € muito rapida, sendo o tempo um elemento

vital para bloquea-las ou neutraliza-las. Ha também situacées, tal como para o sistema
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Rh, onde ha a necessidade de imunossupressao de resposta, com a destruicao do alvo
antes que o sistema imunol6gico monte uma resposta [145].

Atualmente, uma série de anticorpos policlonais estao licenciados para uso para
neutralizar agentes infecciosos ou suas toxinas, tais como os virus da hepatite A e B,
sarampo, varicela, variola, raiva e rubéola, tratamento do botulismo infantil (C.
botulinum do tipo A ou B), contra infeccdo pos-inalacdo com Bacillus anthracis
(antraz), difteria e tétano. Também estao disponiveis antissoros para neutralizar
peconhas de diversos animais — serpentes, aranhas, escorpioes, carrapatos, agua viva
e lagarta do género Lonomia; para imunizacao passiva de gestantes Rh negativo com
imunoglobulina antiantigeno D, prevenindo a sensibilizacio ao antigeno Rh no

momento do parto; para tratamento de alergias; e contra intoxicacao com digoxina

[143,145-147].

4.2.1.2 Terapia baseada em mAb antimolécula(s) especifica(s) de

patogenos. TSA ou alérgenos
Além dos usos dos anticorpos como agonista de receptores ou bloqueadores de

moléculas do sistema imunoldgico, como descrito anteriormente, essas proteinas
podem ser usadas contra patogenos ou células cancerosas de varias maneiras, tais
como citotoxicidade dependente do sistema complemento, opsonizac¢ao, aglutinacao,
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC, do inglés, antibody-dependent
cellular cytotoxicity) a partir de macréfagos, células NK ou eosinofilos, liberacao de
drogas ligadas covalentemente a anticorpos especificos para células que se quer
destruir (“balas magicas”) e aproximacao de células B ou T citotoxicas a células
cancerosas por mAb biespecificos (BsmAb). Esses BsmAbs sdo produzidos com dois
fragmentos de ligacao ao antigeno (Fab, do inglés, fragment antigen binding) com
especificidades diferentes — uma para o antigeno na célula cancerosa e outro para o
local de ativacao dos linfocitos, geralmente, CD3 para células T e CD19 para células B
[148,149]. Além disso, os mAb podem agir neutralizando agentes patogénicos, tais
como o Palivizumab para prevencao em criancas com alto risco para doenca do trato
respiratorio inferior causada pelo virus sincicial respiratorio (RSV) e Raxibacumab e
tratamento do antraz por inalacao [143], para bloquear alérgenos, tal como o Fel d 1 de
gatos [147], bem como lisar células que apresentam TSA, uma das estratégias mais
bem-sucedidas na terapia do cancer. De um modo fascinante, em alguns casos, a lise

induzida por mAb de células tumorais pode gerar uma resposta imunolbgica
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adaptativa, aumentando a captacdo de antigenos tumorais e a apresentacao cruzada

por DCs [150].

4.2.1.3 Ativacdo de linfécitos T citotdxicos

Diferente dos linfécitos Th, que coordenam as respostas imunitarias, os
linfocitos T citotoxicos (CD8+), como o proprio nome diz, sdo células que executam
uma funcdo imunologica muito relevante — atacam e matam células-alvo. Esses
linfocitos se ligam as células-alvo, tais como células cancerosas ou células infectadas
por virus, por seus TCRs, que reconhecem peptideos estranhos apresentados por
moléculas do MHC de classe I, as quais estao presentes em todas as células nucleadas
de nosso organismo. Assim, as células T citotoxicas tem um papel importante na
vigilancia imunoldgica, possibilitando a eliminacao de células infectadas e células
cancerosas, através do reconhecimento de peptideo estranho + moléculas do MHC de
classe I. Aqui volta a cena, novamente, os BsmAb que, como descrito acima, ligam-se
a célula cancerosa e a célula T citotoxica, ativando tais linfécitos bem préximo da célula

alvo.

4.2.1.4 Terapia com células que expressam receptor antigénico
quimérico (CAR)

As células T, NKT e NK sao importantes para combater tumores e agentes
patogénicos. No entanto, sao células que necessitam de multiplos sinais para atuarem.
Para se obter um reconhecimento mais direto, foi desenvolvido um transgene para
receptor quimérico antigeno-especifico, inicialmente expresso em células de linfoma
de células T de camundongo [151], sendo posteriormente produzidos em células T,
NKT e NK e macrofagos humanos [152]. Esses CARs sdo constituidos de trés partes:
um dominio extracelular, que compreende um espacador e um fragmento variavel de
imunoglobulina em uma cadeia Unica (scFv, do inglés, single-chain variable
fragment) especifico ao antigeno, um dominio transmembrana e um dominio
intracelular com dominios de ativacao e de coestimulacao de células T, os quais contém
motivos de ativacdo baseado em tirosina do imunorreceptor (ITAM, do inglés,
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) [153]. Desde o desenvolvimento da
primeira geracao de receptores, a partir de 1987 [151], a maioria das células contendo
CAR foi produzida para uma acao antitumoral. As geracoes sao diferenciadas pela

constituicio do dominio intracelular, isso porque ao reconhecer o antigeno pelo
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dominio scFv, o CAR deve sinalizar de maneira eficiente para que a células
desempenhe a funcao esperada [152].

A regido intracelular dos primeiros tipos de CARs foram desenhadas com
apenas uma porc¢ao sinalizadora da cadeia { do complexo CD3. Por apresentar
sinalizacdo, durabilidade e eficacia antitumoral in vivo insuficientes, a primeira versao
foi usada como plataforma para a engenharia de outros dominios intracelulares do
CAR [153]. Os CARs da segunda geracdo apresentavam em sua regiao intracelular,
além do dominio de CD3Z, um dominio coestimulador do CD28 ou do receptor 4-1BB
(CD137). Houve uma melhora substancial nas células T que expressavam esses CAR
em termos de persisténcia das células, secrecao de citocinas e eficacia antitumoral em
modelos animais e, de forma mais importante, uma expressiva acao antitumoral em
pacientes com leucemia linfoblastica aguda de células B e linfoma difuso de grandes
células B, um tipo linfoma nao Hodgkin. A fim de aumentar a producao de citocinas, a
capacidade antitumoral e a proliferacao das células T, foi criada a terceira geracao de
CARs, a qual apresentava varios dominios intracelulares de receptores
coestimuladores, como CD28-4-1BB ou CD28-0X40. Além das modificacoes dos CARs
da terceira geragao, na quarta geracao, também conhecida como TRUCK, foram feitas
as incorporacoes de transgenes nas células para liberacao de citocinas e expressao de
ligantes de coestimuladores. Na mais recente geracao de CARs, adicionou-se um
dominio intracelular extra, na forma de dominio intracelular truncado de receptor de
citocina, como por exemplo, fragmento da cadeia do receptor de IL-2 com um motivo
para fatores de transcricao de ligacao, como STAT-3/5. Esse sinal permite que as
células T CAR permanecam ativas e possam gerar células T de memoria [154].

Mais do que uma promessa, a imunoterapia com células CAR ja é uma realidade,
sendo liberado para o tratamento de pacientes com (a) leucemia linfoblastica aguda,
feito com o imunoterapico Tisagenlecleucel-T, (b) mieloma maultiplo recidivante ou
refratario com Idecabtagene vileucel, (c) linfoma de grandes células B recidivante
dentre outros linfomas com Lisocabtagene maraleucel, (d) mieloma maultiplo com
Ciltacabtagene autoleucel, (e) linfoma de células do manto recidivante ou refratario e
leucemia linfoblastica aguda precursora de células B com Brexucabtagene autoleucel e
pacientes com alguns tipos de linfoma que nao responderam ou tiveram recaida apos
duas ou mais linhas de terapia sistémica com Axicabtagene ciloleucel [155].

Além do uso em oncologia, as células CAR também estao sendo avaliadas para

tratamento de outras doencas, tais como infeccées com o virus da imunodeficiéncia
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humana, da hepatite B e C, o citomegalovirus humano, o virus Epstein-Barr e o
coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave [154], bem como infeccoes
fangicas invasivas oportunistas por Aspergillus spp. [156]. Assim, observa-se que as
terapias baseadas em células T CAR é uma estratégia promissora e que tem um grande

potencial para ser aplicada a uma ampla gama de doencas.

4.2.2 Imunoterapia ativa

A imunizacao terapéutica ou imunoterapia ativa é um processo de inducao de
resposta imunologica antigeno-especifica no paciente, levando ao desencadeamento
de respostas efetoras celulares e humorais. Dentre esses tratamentos, incluem-se as
que se administram células que poderao modificar a resposta imunoldgica pos-
exposicao ao antigeno.

E interessante observar que algumas definicdes em imunologia tém mudado
com o tempo. Vacinac¢ao, por exemplo, ficou durante muito tempo restrita ao sentido
de profilaxia, sendo administradas a individuos saudaveis para prevenir uma doenca.
Porém, percebeu-se que algumas preparacgoes vacinais poderiam ser terapéuticas, uma
vez que eliminam ou aliviam sintomas daqueles que ja estavam doentes. E bastante
evidente que, atualmente, existe um grande esforco para o desenvolvimento de vacinas
terapéuticas contra diversos tipos de doencas, tais como canceres, doencas infecciosas,
alergias e doencas autoimunes [157]. A composicao dessas preparacoes terapéuticas
pode ser bastante similar a das vacinas profilaticas [158], podendo ser compostas por
antigenos bastante variados, tais como entidades patogénicas (virus, bactérias ou
leveduras) naturais ou geneticamente projetadas, atenuadas ou inativadas;
peptideos/proteinas naturais ou modificadas ou acidos nucleicos copiados do material
genéticos desses agentes (RNAm ou DNA); particulas similares a virus e vesiculas
membranosas; e vacinas vetorizadas [157]. E claro que nao poderia ser deixado de lado
um tipo de tratamento promissor que é considerado um tipo de vacina terapéutica, as
DCs geneticamente projetadas ou pulsadas com TSA ou proteinas de agentes infeciosos
[93,159]. A invencao dessas vacinas decorre da percepcao de que as DCs tém um papel
fundamental na organizacao das respostas imunoldgicas [160]. De um modo geral, esse
tipo especial de vacina pode ser produzido, basicamente, por dois tipos de
metodologias. No primeiro, as DCs sdo obtidas a partir de monocitos isolados do
individuo a ser tratado (células autblogas do paciente), pulsadas com o antigeno,

amadurecidas in vitro e infundidas no paciente. No segundo tipo, direciona-se o
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antigeno as DCs in vivo. Para tanto, antes de ser injetado, esse antigeno é conjugado a
anticorpos direcionados a receptores especificos de DCs ou ligantes desses receptores.
Ao se ligar a esses receptores in vivo, o conjugado antigeno-ligante é endocitado,
processado e apresentado pelas DCs aos linfocitos T [161,162]. Dessas vacinas
terapéuticas, a Sipuleucel-T é a tinica liberada pelo FDA nos EUA, sendo usada para
tratar o adenocarcinoma da prostata [161,163].

Dentre as vacinas terapéuticas licenciadas para uso em seres humanos, as
destinadas para tratamento de alergias sao as mais antigas e bem-sucedidas. Desde o
estudo seminal de Noon, em 1911, no qual mostrou a atenuacdo dos sintomas da
polinose em individuos injetados com extrato de pdlen [6], muitas vacinas para
processos alérgicos tém sido descritas. Sao recomendadas para pacientes com alergias
que resultam em rinite, conjuntivite, asma, sendo decorrentes da sensibilizacao com
polens, pelos de gato, acaros, antigenos de baratas e fungos, bem como reacoes a
peconha de himenodpteros [31,164]. O mecanismo de acao das vacinas injetaveis esta
bem estabelecido e consiste na inducao de anticorpos IgG especificos para alérgenos
que competem com as IgE pelos antigenos. Essas IgE causam hipersensibilidade
imediata por estarem associadas a receptores de Fce na superficie de mastocitos, e
quando duas dessas IgE se ligam aos epitopos de um mesmo alérgeno, aproximam tais
receptores, o que dispara reacoes em cascata, induzindo a desgranulacao dessas células
e, por conseguinte, a liberacdo de mediadores farmacologicamente ativos. Assim, as
IgG produzidas em resposta a vacina terapéutica promovem o "bloqueio de anticorpos
indutores de alergia". Em apicultores tolerantes a peconha de abelhas e pacientes que
receberam a vacina, foi visto que ha a ativacao de células B reguladoras especificas de
alérgenos que secretam IL-10. Assim, suprimem subtipos de células Th especificas para
os alérgenos e induzem a producao de IgG4 especificas para alérgenos. Apesar do
relativo sucesso, essa é uma area de intensa pesquisa, com pesquisas de novas
abordagens, como o uso de extratos de alérgenos hidrolisados, novos adjuvantes,
alérgenos recombinantes, peptideos contendo epitopo de células T, alérgenos
acoplados a compostos imunomoduladores ou a particulas semelhantes a virus, acidos
nucleicos que codificam alérgenos, peptideos de epitopo de células B ligadas a um
carreador e variacao nas rotas de administracao das vacinas [31].

As vacinas terapéuticas contra o cancer sao vistas como uma grande promessa
h4 anos e alvo de intensa pesquisa em todo o mundo. Essas vacinas terapéuticas visam

induzir a regressao do tumor, erradicar a doenca residual minima, estabelecer
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memoria imunoldgica aos antigenos tumorais e evitar reacoes nao especificas ou
adversas. Elas sdo constituidas de antigenos tumorais selecionados e adjuvantes que
ativam as células dendriticas. Os principios fundamentais necessarios para uma
vacinacao terapéutica bem-sucedida, basicamente, sio os mesmos vistos em outras
vacinas, isto é, a entrega de grandes quantidades de um antigeno de alta qualidade as
DCs, ativacao ideal de DCs, estimulacao adequada de células Th e células T citotoxicas.
Além disso, as células efetuadoras da resposta imunologica devem infiltrar no
microambiente tumoral e possibilitar que a resposta seja sustentada e mantida por
determinado tempo [165]. Apesar de todos os avancos em termos de vacinologia nos
ultimos anos, a inica vacina terapéutica liberada para uso é a Sipuleucel-T [161,163].
Na verdade, o fundamento para os insucessos com essas vacinas em desenvolvimento
advém da imunossupressao e imunorresisténcia induzidas no microambiente tumoral.
Nesse sentido, parece razoavel supor que o sucesso desse método de imunizacao passe
pela combinacdo dessas vacinas com tratamentos que revertam a imunossupressao
imposta pelo tumor, bem como terapias tradicionais do cancer (quimioterapia e
radioterapia) [166]. Além disso, poderiam ser usadas novas tecnologias para
desenvolvimentos adicionais, tais como produzir novos antigenos e melhorar a
qualidade dos existentes, bem como desenvolver neoepitopos, usar vacinas de antigeno
compartilhado, vacinas de lisado inteiro e vacinas in situ. Deve-se destacar a
importancia do modo de entrega dos antigenos vacinais, o que pode ser feito
diretamente na forma de vacinas peptidicas, de RNAm ou de DNA. Apesar de todos os
reveses, as vacinas terapéuticas contra diversos tipos de canceres sao promissoras,
necessitando ainda se determinar para os diversos tipos dessas patologias, os
esquemas vacinais relacionados ao tempo, a sequéncia e a dosagem de cada
componente, sendo que muitas vezes isso necessitara de customizacao, tendo em vista
caracteristicas individuais dos pacientes [165].

Em relacdo as doencas infecciosas, o nimero crescente de pacientes com
doencas cronicas e o surgimento de resisténcia a antibi6ticos tornam premente o
desenvolvimento de vacinas terapéuticas contra varios agentes patogénicos. Essas
vacinas terapéuticas sdo vantajosas por induzirem respostas altamente especificas,
terem poucos efeitos colaterais e seus efeitos serem duradouros [167]. No momento,
h4a inimeras vacinas terapéuticas contra doencas infecciosas em estudo, tais como
HIV/AIDS, hepatite B e C, verrugas genitais (HPV), COVID-19 [157], doencas flingicas

[168], tuberculose, calazar e malaria [168].
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No caso das doencas autoimunes, assim como nas alergias, essas terapias visam
regular a resposta imunoldgica, como acontece no caso da esclerose multipla tratada
com o copolimero 1 (acetato de glatiramer). Como ocorre em muitas descobertas, a
desse copolimero aconteceu de um modo fortuito. As pesquisas iniciais eram sobre
propriedades imunoloégicas de polimeros e copolimeros sintéticos em encefalomielite
autoimune experimental (EAE), um modelo experimental para esclerose miltipla. No
entanto, foi notado que nenhum dos polipeptideos baseados na estrutura priméaria da
proteina basica de mielina, alvo da resposta imunol6gica nessa doenca autoimune, era
encefalitogénico. E foi espantoso observar que alguns desses polimeros eram
protetores [169]. De todos as moléculas testadas, o copolimero 1, composto por L-
alanina, L-lisina, acido L-glutamico e L-tirosina, foi o que teve o melhor resultado,
diminuindo os sintomas da EAE em camundongos, sendo também eficaz em outros
modelos dessa doenca, inclusive em primatas [170]. Extensos ensaios clinicos
permitiram que esse produto pudesse ser liberado para uso em pacientes com esclerose
multiplas e na sua fase inicial com sintomas de surto-remissao [170]. Os mecanismos
de acao desse copolimero 1 sao relativamente complexos e envolvem a alteracao da
resposta imunitaria inata, competicao em moléculas do MHC, antagonismo ao TCR,
desvio de resposta imunolbgica, producdo de citocinas anti-inflamatorias, dentre
outros. Essa descoberta abriu perspectivas interessantes no sentido de se descobrir
vacinas terapéuticas contra outras doencas autoimunes, tais como miastenia gravis,

ldpus eritematoso sistémico e artrite reumatoide [171].

5 IMUNOTERAPIA NA PARACOCCIDIOIDOMICOSE (PCM)

5.1 Porque imunoterapia para doencas fangicas?

As infeccOes fngicas causam doencas que podem variar bastante quanto a
gravidade — de infec¢Oes mucocutineas assintomaticas ou micoses leves a infeccoes
sistémicas potencialmente fatais. Estima-se que globalmente existam quase um bilhao
de pessoas com micoses superficiais, dezenas de milhdes com candidiase mucosa e
mais de 150 milhdes de pessoas com doencas fingicas graves. Além disso, mais de 1,5
milhao de pessoas morrem ou tem mortalidade associada a doencas fingicas invasivas.
Baseado nesses dados, parece claro que se deve investir em vacinas para algumas

dessas doencas ou em vacinas panfingicas [172]. Contudo, além do desenvolvimento
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dessas vacinas nao ser exequivel a curto prazo, deve-se levar em consideracao que
apesar de algumas dessas micoses profundas serem endémicas em determinadas
regioes, como é caso da PCM, talvez isso per se nao justifique o desenvolvimento de
uma vacina a ser aplicada na populacao dessas areas endémicas. Seria dificil decidir
em que situacao tal esquema de protecao seria factivel. Essa decisao seria bem mais
facil se a estratégia fosse imunoterapica. A descoberta e o desenvolvimento de
imunoterapicos que poderiam modificar a resposta imunologica do individuo
infectado é alternativa viavel para o tratamento de micoses graves, tal como a PCM,
tornando possivel a complementacao de terapia com antimicoticos, o tratamento de
infeccoes por fungos resistente as drogas, diminuicdo do tempo de tratamento e

prevencao de recidivas.

5.2 APCM

A micose profunda conhecida atualmente por PCM ¢é caracterizada por uma
inflamacao crénico-granulomatosa que acomete principalmente os pulmoées (Esquema
1), podendo também ser encontrada na mucosa, pele, dentre outros 6rgaos [173]. Essa
micose foi descrita em 1908, por Adolpho Lutz (1855-1940) [174], sendo relatados
novos casos da doenca em 1912, por Alfonso Splendore (1871-1953), que fez diversas
analises do agente causal, inclusive da morfologia desse fungo, o qual denominou de
Zymonema braziliense [175]. Logo ap6s a doenca foi chamada de blastomicose
brasileira e, por existirem casos da doenca em outros paises da América do Sul,
blastomicose sul-americana, sendo o agente etioldgico chamado por alguns de
Blastomyces brasiliensis. Apesar do fungo ter sido renomeado, em 1930, de Z.
braziliense para Paracoccidioides brasiliensis, por Floriano Paulo de Almeida (1898-
1977) [176], essa denominacdo do fungo e da PCM vieram a ser consolidadas apenas
no inicio da década de 1970, no Simposio de Paracoccidioidomicose que ocorreu em
Medelin, na Colombia [177].

Até o inicio dos anos 2000s, P. brasiliensis era a Unica espécie conhecida do
género Paracoccidioides. No entanto, novas abordagens e anélises de taxonomia
molecular em 63 isolados de P. brasiliensis demonstraram que existiam trés espécies
filogenéticas dentro desse grupo, denominadas de S1, PS2 e PS3 [178]. Em 2008, um
outro estudo mostrou que o isolado Pbo1 era divergente em relacdo a essas trés
espécies relatadas do complexo P. brasiliensis [179]. Analises posteriores definiram

que o isolado Pbo1 e outros similares compreendiam uma nova espécie filogenética,
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sendo denominada de P. lutzii [180]. Uma quinta, espécie, a quarta do complexo P.
brasiliensis, PS4, foi descrita posteriormente [180,181]. Uma nova avaliacio com
comparacao das caracteristicas das espécies dentro do género Paracoccidioides, feita
por Turissini e colaboradores (2017) [182], mostrou o relacionamento genealbgico e
expandiu as descricoes dessas espécies filogenéticas, tal como as diferencas na
morfologia das leveduras. Baseado nos resultados, os autores propuseram que PS2,
PS3 e PS4 sejam reconhecidas taxonomicamente como trés novas espécies do género,
sugerindo que fossem nomeadas, respectivamente, como P. americana, P.
restrepiensis e P. venezuelensis. Desse modo, P. brasiliensis passou a ser restrito

apenas a espécie Si.

Inalagéo de conidios ou
fragmentos micelianos

S

Granuloma

Esquema 1. Processo de infeccio de seres humanos por fungos do género
Paracoccidioides. Parte da figura foi adaptada do material Biology of Histoplasmosis do Centro de
Controle e Prevencao de Doencas (CDC) dos EUA (http://ladepthealth.blogspot.com/2019/06/1dh-cdc-
partner-up-on-histoplasmosis.html).

Paracoccidioides é um género de fungo cujas espécies sao edaficas, crescendo
na forma filamentosa ou miceliana (hifas), uma forma de vida saprofitica, a
temperatura ambiente, de onde liberam propagulos infectantes (conidios). Esses
fungos apresentam dimorfismo térmico, pois quando os propagulos sao inalados por

mamiferos, dentre eles os seres humanos, a temperatura corpérea induz a
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transformacao do micélio em leveduras, a forma parasitaria do fungo, produzindo uma
infeccao primaria (Esquema 1) [183,184].

Os fungos do género Paracoccidioides sao autoctones da América Latina, o que
explica a PCM ser endémica nessa regiao geografica, principalmente na América do
Sul. Essa doenga tem grande impacto médico e social nas areas de alta endemicidade,
devido ao nimero de casos cronicos, tratamento de longa duracdo e frequentes
sequelas incapacitantes. A acao para o controle desse problema de satide publica, como
em muitas outras doencas, depende da obtencao de dados epidemiolégicos confiaveis.
No entanto, a obtencao desses é dificultada pela impossibilidade de reconhecimento
de uma infeccdo recentemente adquirida, auséncia de epidemias, deficiéncia na
capacidade de diagnostico em areas endémicas, bem como a falta de notificacao de
casos, o que possibilita apenas que seja presumido o namero de casos [185]. Estima-se
que cerca de 80% dos casos de PCM estejam no Brasil e a maioria dos demais casos na
Colombia, Venezuela, Argentina e Equador [186]. Entre 1996 e 2006, no Brasil, foram
registradas 168 mortes anuais devido a PCM [187] e com base na taxa de letalidade
dessa doenca, entre 3% e 5%, provavelmente, o nimero de casos novos da PCM no

Brasil esta entre 3.360 e 5.600 por ano [186].

Os pacientes com PCM podem apresentar manifestacoes clinicas bastante
diversas, no entanto, a classificacao é restrita basicamente a duas formas principais: a
aguda ou subaguda, também chamada tipo juvenil, e a cronica ou tipo adulto. Em
criancas e adolescentes ocorre, normalmente, a forma aguda, sem prevaléncia
dependente de género. Essa forma da doenca se desenvolve em um periodo
relativamente curto, sendo mais grave que a forma cronica e com significativa taxa de
mortalidade [183,188,189]. J4 a forma cronica é relatada geralmente em homens
adultos e compreende aproximadamente 90% dos casos de PCM [183,188,189]. Essa
associacdo da doenca com o género masculino ocorre porque ap6s a puberdade as
mulheres tornam-se mais resistentes a doenca. Parece haver uma associacao entre o
horménio feminino 17-B-estradiol e a inibicao da transicao da forma saprofitica de
Paracoccidioides spp., micélio, para forma parasitaria, levedura, o que foi mostrado
experimentalmente in vitro [190,191] e in vivo em camundongos [191]. Esse processo
de inibicao via 17-B-estradiol parece ser decorrente da supressao de genes

sinalizadores do fungo que regulam o dimorfismo de Paracoccidioides spp. [192].
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O dimorfismo de Paracoccidioides spp. tem uma forte correlacio com
polissacarideos da parede celular do fungo, especialmente com glucanas e as variacoes
em suas estruturas [193—-195]. As glucanas com ligacOes glicosidicas B-1,3 sao
encontradas principalmente na forma miceliana [195] enquanto as glucanas com
ligacGes a-1,3 € o principal constituinte entre polissacarideos neutros na parede celular
na fase de levedura [193]. Essa modificacdo parece ter um grande impacto na PCM,
pois a inibicao da transicdo da forma saprofitica de Paracoccidioides spp. para a
patogénica pelo 17-B-estradiol, como descrito acima, provavelmente, tornam as
mulheres adultas mais resistentes a PCM [190-192,196]. Essa mudanca nas ligacoes
glicosidicas também tem importancia nas infec¢does com outros fungos dimoérficos, tais
como B. dermatites [197] e Histoplasma capsulatum [198]. No caso do H. capsulatum,
o polimero a-1,3-glucana nas camadas mais externas na parede das leveduras oculta a
B-glucana e impede seu reconhecimento pelo CLR dectina-1, um PRR presente na
superficie de fagbcitos. Sugere-se que esse processo de evasao de fungos dimorficos os

diferencia em termos de potencial patogénico dos fungos filamentosos monomorficos
[198].

5.3 Resposta imunolégica na PCM

A PCM é uma doenca resultante de constituintes relacionados ao fungo, como
os fatores de viruléncia, bem como a forma pela qual o hospedeiro respondera a esse
patogeno. Os modelos animais e as diferentes linhagens fingicas tém sido utilizados a
fim de se compreender o percurso da infeccao, possibilitando-se observar a interacao
fungo-hospedeiro, da fase inicial a crénica [199]. Os macrofagos, principalmente os
alveolares, sdo as células que primeiramente entram em contato com Paracoccidioides
spp. e participam na defesa contra esses fungos [200—204]. De fato, os macrofagos
apresentam um papel fundamental na PCM, o que pdde ser mostrado
experimentalmente com o bloqueio funcional dessas células, o qual aumentou a
gravidade da infeccao por Paracoccidioides, independentemente da suscetibilidade ou
resisténcia da linhagem de camundongo [205].

Apesar de sua importancia inquestionavel, é provavel que os mecanismos
microbicidas de macréfagos residentes nao sejam suficientes para eliminar leveduras
de Paracoccidioides, que se multiplicam dentro dessas células. Esse quadro muda de
figura ao se ativar os macréfagos, que se tornam células fungicidas [201]. Em

camundongos, mostrou-se que macrofagos peritoneais ativados inibem a transicao de
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micélio para levedura [206] e tem sua capacidade fungicida aumentada [207]. Esse é
um mecanismo dependente de 6xido nitrico (NO, do inglés, nitric oxide) [206], uma
vez que camundongos deficientes da enzima induzivel produtora de NO, a sintase 2 de
NO (NOS2, do inglés, NO synthase 2), quando infectados com P. brasiliensis,
apresentam granulomas malformados, permitindo a disseminacao flngica e
progressao da doenca [208]. Em humanos, o quadro em relacao ao NO nao é tao claro,
pois a bidpsias de lesdes de mucosa oral e linfonodos de pacientes com PCM apresenta
poucos macrofagos e células gigantes multinucleadas que expressam NOS2 nos
granulomas [209]. Assim, torna-se dificil traduzir esses resultados de NO encontrado
em modelos de PCM experimental para a PCM em seres humanos.

Algo bastante inusitado ocorre com macrofagos de camundongos das linhagens
B10.A e A/Sn, suscetiveis e resistentes a infeccdo por Paracoccidioides,
respectivamente. Os macrofagos de animais suscetiveis apresentam capacidade
fungicida e ao serem ativados por IFN-y e IL-12 produzem altos niveis de NO, IL-12 e
a quimiocina MCP-1 e baixas quantidades de IL-10 e GM-CSF. J4 os macréfagos da
linhagem resistente apresentam-se pouco ativado com as citocinas descritas acima e
com menor atividade fungicida, altos niveis secretados de IL-10 e GM-CSF e baixas
concentracoes de NO, IL-12 e MCP-1. Esses resultados aparentemente paradoxais tém
sido explicados com base no ambiente pro-inflamatorio induzido pela resposta inata.
Quando ocorre no inicio da infeccdo, a forte inflamacdo pode produzir uma
exacerbacdo da resposta dos linfécitos Th e, consequentemente, uma doenca
progressiva. Uma possibilidade é que o crescimento inicial de P. brasiliensis no local
da infeccao é menos prejudicial do que uma resposta inflamatoéria muito robusta e,
assim, pode ocorrer uma apresentacao mais adequada do antigeno aos linfocitos Th,
tendo um desfecho mais favoravel ao hospedeiro [210].

Sabe-se outros tipos de células de imunidade inata estdo envolvidos nos
mecanismos de defesas iniciais contra este patogeno fingico, incluindo neutréfilos,
células NK e DCs [211]. Os neutrofilos sao as primeiras células que migram para o foco
inflamatério e tém um papel relevante na patogénese da doenca [212]. Em
camundongos, essa importancia dos neutréfilos na PCM pode variar de um modo
dependente do background genético da linhagem [213,214], podendo persistir nas
lesOes até a fase cronica da infeccao [215]. Além de constituir a primeira linha de defesa
por fagocitar e eliminar Paracoccidioides através de mecanismos microbicidas,

neutrofilos podem também auxiliar na geracao de imunidade adaptativa eficiente, que
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levaria a imunidade protetora [216]. Em relacao a célula NK, existem poucos estudos
sobre seu papel na PCM. E conhecido que h4 uma diminuicdo da resposta citotoxica
dessas células em pacientes com PCM [217]. J4 em modelo experimental murino, foi
visto que as células NK apresentam atividade citotoxica contra células infectadas com
P. brasiliensis e sao capazes de inibir o crescimento fingico in vitro [218]. Em um
outro estudo foi confirmado que as células NK de pacientes com PCM exibem uma
resposta citotoxica menor em comparacao com individuos saudaveis, ocorrendo
também um reconhecimento direto das leveduras de P. brasiliensis. Curiosamente,
essa citotoxicidade é depende de granulos, mas nao de perforina. Sugere-se que a
granulisina seja o mediador do efeito citotéxico. Ademais, foi mostrado que as células
NK estimuladas por P. brasiliensis sao capazes de produzir IFN-y e TNF, ou seja,
sugere-se um papel imunoestimulador para células NK na infeccao [219].

Em relacao as DCs, o numero de estudos tem se avolumado, o que reflete a
importancia dessas células para imunidade inata e adaptativa. Da mesma forma que
acontece com outras células do sistema imunoldgico, DCs podem ter caracteristicas
diferentes em animais suscetiveis e resistentes a Paracoccidioides spp. Ferreira e
colaboradores mostraram que DCs de camundongos resistentes sao mais fagocitarias
e produzem baixas concentracoes de IL-10, IL-12 e TNF quando comparados a DCs de
camundongos suscetiveis. Os autores sugerem que a suscetibilidade a infeccao por
Paracoccidioides pode resultar do envolvimento de células dendriticas reguladoras
[220]. Aparentemente, camundongos suscetiveis a Paracoccidioides expandem células
dendriticas mieloides pro-inflamatoérias, sendo sugerido que nao induzem uma
proliferacao adequada das células Th efetoras, enquanto os camundongos resistentes
produzem células dendriticas mieloides e plasmocitoides, que estimulam de modo
eficiente as células Th efetoras e aumento do desenvolvimento de Tregs. Nesse estudo,
reforca-se a ideia de que as reagoes pro-inflamatoérias inatas excessivas tém um efeito
deletério, ou seja, a imunomodulacdo durante a paracoccidioidomicose pulmonar é
benéfico para o hospedeiro [221]. De fato, existem indicacoes claras que as DCs tém
um papel importante na induciao ou supressao da imunidade adaptativa na PCM.
Recentemente, Peron e colaboradores mostraram que DCs pulmonares que expressam
o marcador CD103, uma integrina aE, levam a diferenciacdo de células Treg na
infeccdo pulmonar por P. brasiliensis em camundongos, provavelmente, através da

regulacao negativa de moléculas coestimulatorias [222].
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As interacoes de Paracoccidioides spp. com o hospedeiro sao mediadas pelo
reconhecimento de estruturas fingicas conservadas, PAMPs, por PRRs presentes na
superficie, nos endossomos e no citosol das células do sistema imunitario do
hospedeiro. Em infeccoes fingicas, o reconhecimento desses PAMPs permite a geracao
de um processo inflamatério que restringe o crescimento fangico [223]. Na PCM
experimental, foi mostrado que os PRRs dectina-1, receptor de manose, TLRs e NLRs
estao envolvidos com as interacdes iniciais do hospedeiro como o fungo. Entre os TLRs,
TLR2, TLR3, TLR4 e TLRQ estdo entre os que promovem a percepcao dos componentes
de Paracoccidioides [224—232] enquanto entre os indutores de inflamassomos estao
o NLRP3 [233—235] e NLRC4 [236]. Embora sejam receptores de imunidade inata,
esses sensores evidentemente influenciam as respostas adaptativas, determinando a
origem dos antigenos reconhecidos pelos TCRs e BCRs e instruindo os linfécitos a
induzir determinada resposta imunologica [237], através do aumento de receptores de
segundo sinal (moléculas coestimuladoras) e de moléculas do MHC de classe II nas
DCs, bem como inducao de citocinas por essas células [73].

Paracoccidioides spp. adquire resisténcia aos mecanismos microbicidas
impostos pelos elementos da imunidade inata ao se transformar em leveduras no
hospedeiro. Caso nao sejam inicialmente destruidos, esses fungos podem ser contidos
ou eliminados pela imunidade adaptativa [237]. Apos a infeccao com fungos do género
Paracoccidioides, as DCs pulmonares apresentam um aumento da expressao de CCR7
[238], um receptor que responde as quimiocinas CCL19 e CCL21, produzidas na zona
paracortical dos linfonodos, uma area de células T [239]. Essas DCs também passam a
expressar em sua superficie uma quantidade maior de moléculas do MHC de classe 11,
migram para o linfonodo drenante, onde ativam e diferenciam células Th, fenémeno
importante para transicao entre a imunidade inata e adaptativa [238]. A depender da
frequéncia das células Th que se diferenciam em razao de sinais desencadeados por
citocinas do microambiente dos linfonodos, decorre o desenvolvimento de resisténcia
ou suscetibilidade do hospedeiro ao fungo [240]. Assim, as DCs em sua interacao com
Paracoccidioides pode ser considerado um importante determinante do progndstico
da infeccao.

Quando linfécitos Th recebem os dois primeiros sinais de ativacao por
receptores antigeno-especificos e receptores coestimuladores, e sdo estimulados com
IL-12 e IFN-y (terceiro sinal), diferenciam-se em células Th1, que produzem citocinas

inflamatorias, tais como IFN-y e TNF. Essas citocinas levam a ativacao classica de
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macrofagos (M1), induzindo um aumento da capacidade fungicida de dessas células, o
que restringe o crescimento de Paracoccidioides spp. pela producao de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio e baixa disponibilidade de nutrientes [206,241—244].
Esse processo de ativacao dos macrofagos parece ser decisivo para a protecao, uma vez
que o meio intracelular de fagbcitos nao primados com IFN-y parece ser permissivo a
sobrevivéncia e crescimento do P. brasiliensis, o que decorre dos mecanismos de
evasao desse fungo, tais como aumento na expressao de enzimas antioxidantes, das
proteinas de choque térmico e acumulacao de fatores de viruléncia [200,201,245,246].
Ja as células Th que receberam como terceiro sinal a IL-4, polarizam-se para células
Th2, que se correlacionam com a producao de citocinas anti-inflamatorias, tais como
IL-4, IL-5 e IL-10, as quais desencadeiam o recrutamento de eosinofilos e desativam
macroéfagos, levando a uma infeccao mais grave [241]. Em seres humanos, de um modo
geral, o padrao de resposta Th1 esté associado a infec¢Oes assintomaticas, ou seja, com
protecao. A PCM desenvolvida de modo agudo, que é uma forma mais grave da doenca,
esta mais correlacionada com o padrao de resposta Th2 [247].

Em relacdo aos linfocitos B, tem sido mostrado que a PCM é associada a
hipergamaglobulinemia e ao aumento dos niveis séricos de imunocomplexos
circulantes, o que reflete a ativacao de células B nos pacientes [248]. Em camundongos,
um estudo mostrou que células B-1, que secretam espontaneamente anticorpos
naturais principalmente contra antigenos nao proteicos na auséncia de imunizagao
exogena, podem ter influéncia na cinética de producao imunoglobulinas com iso6tipos
e seu repertorio que podem contribuir para inducao de uma resposta Th2, afetando a
resposta celular em camundongos suscetiveis durante a infeccao com P. brasiliensis
[249]. Nao se sabe o papel das células B-1 em seres humanos, contudo, é conhecido
que ha um comprometimento dessa populacao com o avanco da idade, o que pode
afetar a qualidade de vida e o aparecimento de doencas na populacao idosa [250]. Em
um outro estudo experimental, Tristao e colaboradores mostraram que camundongos
deficientes de células B infectados com P. brasiliensis tiveram maior taxa de
mortalidade, aumento de carga fingica pulmonar e altas concentracées de IL-10,
quando comparados aos animais selvagens. Esses dados sugerem que as células B
podem estar envolvidas no controle da organizacao das lesdes granulomatosas
observadas durante a PCM experimental [251].

A partir da resposta inata inicial a Paracoccidioides spp., desenvolve-se uma

inflamacao cronica, que quando ligada preferencialmente a um padrao de citocinas do
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tipo Th1 [242], induz a formacao de granulomas, cuja estrutura basica bem-organizada
é composta por células epitelioides que cercam o foco infeccioso, assim como
macrofagos, células gigantes multinucleadas e linfocitos — essa estrutura é responsavel
por impor limites a proliferacao e disseminacao das leveduras [173,201,252]. De fato,
a inflamacao granulomatosa durante a PCM em humanos [253] e experimental em
camundongos [216] é dependente dos padrées de resposta imunoldgica adaptativa do
hospedeiro, algo, que de certa forma, tem ligacdo com a imunidade inata. Pina e
colaboradores mostraram que as respostas pro-inflamatorias inatas excessivas sao
deletérias no desenvolvimento da resposta adaptativa contra a PCM pulmonar, sendo
a imunoprotecdo alcancada quando as DCs induzem respostas pré- e anti-
inflamatoérias bem equilibradas.

A ativacdo e desenvolvimento de DCs tém repercussoes claras no
desenvolvimento da PCM, devido a ao seu papel na diferenciacao de células CD4* e
CD8+* em células produtoras de IFN-vy, IL-4 ou IL-17, bem como no aumento de células
T-reguladoras [221]. A resultante dessas respostas iniciais consiste numa variacao na
inflamacao cronica, pois se continuam exacerbadas sdo extremamente danosas ao
tecido enquanto respostas muito brandas podem ser permissivas ao fungo. A regulacao
da resposta imunologica tem sido mostrada experimentalmente e pode passar por uma
cinética de producao de citocinas das fases aguda a cronica. A resisténcia a infeccao
por P. brasiliensis parece ser dependente da secrecdo precoce de TNF e IFN-y e a
producao sustentada de IL-2 e IFN-y, caracteristicas de um padrao Thi, enquanto a
secrecao precoce e efémera de baixos niveis de TNF e IFN-y est4 associado associada a
producao de IL-5, IL-10 e TGF-B, caracterizando a doenca progressiva [241].

O desenvolvimento de resposta imunolégica do padrao Th2 propicia uma PCM
mais grave, todavia, parece ser importante para modular as respostas Th1, o que pode
ser visto em animais deficientes de IL-4 infectados com P. brasiliensis, os quais
apresentam uma maior carga fingica e granulomas malformados do que animais
suficientes para o gene da IL-4 [254]. No entanto, quando esse fenomeno foi estudado
em termos de linhagens susceptiveis (B10A) e resistentes (A/Sn) de camundongos, foi
observado que o bloqueio de Il.-4 com anticorpo monoclonal em camundongos
suscetiveis levava a um aumento da infec¢ao fingica pulmonar enquanto nos animais
resistentes havia uma melhora [255]. Provavelmente, outros fatores somam para essas
respostas  diferentes nesses animais com backgrounds e graus de

resisténcia/suscetibilidade diferentes.
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Com a descoberta de outros tipos de diferenciacao de células Th [94], bem como
das células Treg, foi possivel avaliar alguns desse padroes de respostas. Em seres
humanos, De Castro e colaboradores mostraram que individuos assintomaticos
infectados com Paracoccidioides spp. apresentaram uma resposta predominante do
padrao Thi, pacientes com a forma aguda tinham uma resposta mista desencadeada
por células Th2 e Thg e pacientes com a forma crénica foram caracterizados por uma
resposta mista Th17/Th22 [247], bem como Thi [256,257]. Desses novos tipos de
células descritos, até o momento, células Th17 e Treg sao as mais estudadas. As células
Th17 secretam IL-17 e IL-22, sendo inflamatorias e responsaveis pelo recrutamento de
neutrofilos e monocitos, que fagocitam e destroem fungos através de mecanismos
microbicidas. J4 as células Treg fazem uma supressao da resposta inflamatéria (revisto
por Calich et al., 2019 [258]). E visto que as células Th17 podem causar autoimunidade
e/ou inflamacdo enquanto as células Treg mantém a homeostase por inibir essas
respostas. Logo, esse eixo Th17/Treg de certa forma dita a quao inflamatéria sera a
resposta adaptativa e qual sera o nivel de lesdo tecidual [259]. Curiosamente, existe um
aumento no numero de células Treg em camundongos fémeas infectados com P.
brasiliensis por via intranasal ou intravenosa, juntamente com um aumento na
infiltracdo de células T citotoxicas produtoras de IL-10 nos pulmoes. Além disso,
parece que a infeccao por P. brasiliensis resulta em aumento da producao de IL-10 por
APCs que expressam CD11c no tecido pulmonar e na induciao de polarizacao Th17.
Assim, a balanco na resposta imunolégica a P. brasiliensis em camundongos fémeas
influencia o equilibrio desse eixo Th17/Treg [260].

Embora a maioria dos estudos mostrem que a diferenciacao de Th em Th17 é
benéfico na PCM [234,261—264], seu papel na protecao a fungos ainda é controverso
[259,265]. De fato, Thi1y parece ser importante para imunidade contra
Paracoccidioides spp., porém esse eixo Th17/Treg precisa ser melhor estudado. Se por
um lado a eliminacdo de Treg de camundongos infectados com P brasiliensis esta
associada ao aumento de producdo de citocinas do padrao Thi e Th1y e resgate
hospedeiros de uma infecgao progressiva e potencialmente fatal [266], por outro lado
temos que pacientes assintomaticos tém resposta Th1 preponderante em suas lesdes
enquanto aqueles com a forma cronica, uma resposta mista Th17/Th22 [247]. Em
animais infectados com P. brasiliensis, foi mostrado que ao se eliminar as células Treg,
que controlam o efeito de células Th1y, havia uma diminuicdo da carga fingica

pulmonar, hepéatica, e melhora no quadro inflamatério nesses 6rgaos quando
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comparado aos animais controles [266], no entanto, essa situa¢ao pode promover uma
resposta excessiva com danos ao tecido. Assim, parece claro que o ideal é uma resposta
bem equilibrada mediada pelas células Thi, Th2 e Thiy, evitando-se danos
significativos ao tecido, o que parecer depender de um ajuste fino dessas respostas com
células Treg [258].

E bastante interessante que o desenvolvimento desses padroes de resposta Th é
ligado a ativacdo de PRRs. E certo que TLRs promovem uma resposta imunolbgica
contra agentes infecciosos, porém, modelos experimentais de infeccio com P.
brasiliensis sugerem que esses fungos, ao penetrarem nos macroéfagos do hospedeiro
por meio dos receptores TLR2 e TLR4, usam esses PRRs como um mecanismo de
escape [267]. Alguns estudos mostraram que TLR2 comporta-se como um regulador
negativo em relacao as células Th17. Camundongos deficientes de TLR2 tem um desvio
de resposta para o padrao Th17, uma diminuicao de células Treg e, consequentemente,
um menor controle inflamacao pulmonar desencadeada por P. brasiliensis [232]. Além
disso, as DCs desses camundongos deficientes de TLR2 apresentam menor producao
de IL-10. Nesses estudos, os autores sugerem que o aumento da expressao de TLR2 e
de IL-10 em DCs se correlacionam com a suscetibilidade a PCM [220]. De modo
semelhante a TLR2, a hiporesponsividade a TLR4 de camundongos C3H/HeJ tornam
esses camundongos mais resistentes a infeccao por P. brasiliensis [225,268]. Mas,
diferente do o que ocorre com a estimulacao de TLR2, ao se pesquisar o motivo pelo
qual a sinalizacdo de TLR4 levava a uma infeccdo mais grave, observou-se que a
animais geneticamente suficientes para TLR4 infectados com P. brasiliensis
apresentavam um aumento do influxo de macréfagos ativados e células T para os
pulmoes e controle progressivo de cargas fiingicas, porém, uma expansao prejudicada
de células T reguladoras. Os autores sugerem que o controle do crescimento fangico
mediado por reacoes inflamatoérias vigorosas é tao deletério para os hospedeiros
quanto baixas cargas fingicas ineficientemente controladas por reagoes inflamatorias
limitadas [225].

O processo de evasao da resposta imunologica por P. brasiliensis também pode
ocorrer pela ativacao do TLR3, que reconhece RNA de cadeia dupla, funcionando como
um regulador negativo das respostas contra PCM, diminuindo a resposta pro-
inflamatoria, a producao de NO, a ativacao das células T citotoxicas produtoras de IFN-
y ou IL-17, bem como sua funcao citotéxica [226]. J& o TLR9, quando ativado, diminui

a resposta inflamatoria no inicio da infeccao, o que melhora a resposta imunolégica e
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sobrevivéncia dos animais infectados [230], através do aumento da atividade fungicida
de DCs estimuladas com agonistas desses receptores [231].

Atualmente, ja € bem conhecido que a ativacao celular via dectina-1 pode induzir
protecdo contra infecOes fungicas [269], contudo, varias das respostas a esses
organismos, tais como a producao ideal de espécies reativas do oxigénio e de citocinas
inflamatorias, precisam da colaboracao com TLRs [270], incluindo TLR2, TLR4, TLR5,
TLR7 e TLR9 [271]. Em relacdo a Paracoccidioides, quando animais deficientes de
dectina-1 foram infectados com esse fungo, suas respostas foram menos inflamatoérias
que a observada nos controles suficientes para o gene, visto que a deficiéncia resultou
em macrofagos com perfil mais M2 (anti-inflamatoérios), menor capacidade fungicida,
baixa produc¢ao de NO e maiores concentragoes de 11.-10, diminuicao de citocinas dos
padroes Thi, Th2 e Th17, aumento das células Treg e diminuicao da migracao de
células T citotoxicas IL-17+ [262].

Ao que tudo indica, carboidratos e seus receptores no hospedeiro, tal como a
dectina-1, desempenham um papel protetor na PCM pulmonar, através de uma
ativacao celular envolvida na morte desses fungos com producao de TNF, IL-12, IL-10,
IL-17 [272], IL-32 [196], bem como IL-1B, que é produzida em um mecanismo
dependente de inflamassomos durante o desafio fangico [196,235]. Na infeccao por
Paracoccidioides spp., o efeito de dectina-1 pode depender de outros PRRs, como
mostrado por Loures e colaboradores, quando determinaram que dectina-1 colabora
com TLR-4 na inducdo da proliferacao de células T, ativacdao e desenvolvimento de
células Th17. De forma similar, o receptor de manose coopera com esse TLRs na
proliferacao de linfocitos Th e T citotéxicos e na diferenciagdo dessas em células
produtoras de IL-17 [261]. Certamente, a cooperacao e interacao entre diferentes PRRs
podem ampliar a sinalizacdo desencadeada pelos PAMPs por aumentar a avidez e a
cobertura da deteccao dessas estruturas estranhas ao nosso organismo, possibilitando
a potencializacdo das respostas imunoldgicas e abrindo caminho para novas
intervencoes imunoterapéuticas [273].

Uma enzima que tem sido mostrada como um mediador na regulacao da
resposta imunolégica a Paracoccidioides é indoleamina 2,3-dioxigenase 1 (IDO-1).
Essa enzima cataboliza o triptofano ao longo da via das cinureninas, desempenhando
um papel importante na tolerancia imunologica e evitando a imunopatologia devido a
respostas imunologicas descontroladas ou exageradas [274]. Porém, um estudo

mostrou que a eliminacao local de triptofano tem um efeito inibidor na proliferacao de
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células T [275]. Sua funcao de supressao de resposta imunolégica parece ter ligacao
com Tregs, uma vez que APCs que expressam IDO-1 induzem as células T naives a se
diferenciarem em Tregs e bloqueiam as respostas de células Th [274,276]. A partir
dessas informacoes, nao é de se estranhar que a funcao imunomoduladora mediada
por essa enzima também tenha sido descrita na PCM [277—280]. Inclusive a atividade
tolerogénica das pDCs, que aumenta a gravidade da PCM pulmonar, foi mostrada ser
mediada por IDO-1 e células Treg [280]. A IDO-1 exerce seus efeitos
imunossupressores por meio da regulacao de funcao das células imunitarias inatas,
tais como DCs, células supressoras derivadas de células mieloides (MDSC, do inglés,
myeloid-derived supressor cells) e células NK. Aparentemente, os efeitos
imunossupressores locais e sistémicos de IDO-1 dependem do recrutamento e ativacao
das MDSCs, as quais suprimem as respostas das células T [281]. Condizente com esses
dados, recentemente, foi mostrado que o influxo de MDSC para o pulmao de
camundongos infectados com P. brasiliensis levava a uma doenca mais grave com
diminuicao de respostas imunologicas Thi e Thi17. Quando os animais foram
destituidos de MDSC pelo tratamento com anticorpos contra Gr-1, um marcador
dessas células, a imunidade protetora foi resgatada, o que resultou em uma doenca
menos grave [282]. Baseado na possibilidade de controle da imunossupressao
desencadeada por IDO-1 e MDSCs, sugere-se que essa molécula e essa célula sao
potenciais alvos para imunoterapia contra cancer e PCM [281,282].

Os estudos atuais mostram que a resposta imunolodgica contra patégenos
fangicos depende da cooperacao entre os diferentes componentes do sistema
imunoldgico, os quais desenvolvem os diferentes programas de ativacao. Embora,
grandes avancos tenham sido obtidos nos altimos anos, ainda ha necessidade de se
conhecer todos os componentes envolvidos no processo de protecao ou suscetibilidade

aos fungos e como esses se associam para a resultante do processo infeccioso.

5.4 Imunoterapia para PCM
O tratamento dos pacientes que desenvolvem a PCM é realizado por meio da
implementacdo de terapia medicamentosa, que se iniciou com a publicacdo dos
resultados bem-sucedidos de Ribeiro, em 1940, com o uso da sulfapiridina, um
derivado da sulfanamida [283]. Inclusive, o tratamento com um derivado de
sulfanamida, o sulfametaxol, em associacao trimetoprim [284] continua em uso até os

dias de hoje [285]. Uma outra droga bastante importante para o tratamento da PCM
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foi introduzida por Lacaz e Sampaio, em 1958, a anfoterina B [286]. Na verdade, a
anfotericina B foi a primeira droga antifingica licenciada para uso em micoses
sistémicas, em 1959 [287]. A anfotericina B se tornou a base da terapia para infeccoes
fangicas graves, contudo, os efeitos colaterais em relacao a infusao e a nefrotoxicidade
fizeram com que se continuassem as buscas por antifingicos menos toxicos [288]. De
fato, outras dessas drogas ja vinham sendo pesquisadas. No caso dos compostos
azolicos, apesar da primeira publicacao ter ocorrido em 1944, por Woolley [289], foi
apenas em 1958 que houve um interesse por esses medicamentos, o que ocorreu a
partir do uso topico de um outro derivado do imidazol, o clormidazol, seguido pelo uso
de outros desses farmacos no final da 1960 — clotrimazol, o0 miconazol e o econazol
[290]. O uso sistémico de um azélico, o cetoconazol, veio a ser aprovado pelo FDA
apenas em 1981. Devido a alguns problemas de toxicidade, uma segunda classe de
azolicos foi desenvolvida, os triazolicos [288]. Dentre os compostos azolicos usados
com maior sucesso no tratamento da PCM estdo o itraconazol, o cetoconazol, o
fluconazol e o voriconazol [285].

Apesar da eficicia dos medicamentos usados para tratar a PCM, esses estao
longe de se enquadrar no conceito de “bala méagica”, proposto por Ehrlich [5,33]. Além
dos efeitos colaterais, o tratamento com essas drogas tem um decurso extenso,
podendo corresponder a meses ou anos, e recidivas. Durante o tratamento, o paciente
deve ser submetido a cuidadosas avaliacOes clinicas, micologicas e laboratoriais para
se ter um controle sobre a toxicidade dos antifingicos. Tendo em vista esses
problemas, alguns grupos de pesquisa, inclusive o nosso, tém investido esforcos no

sentido de buscar novas formas para resolucao da PCM, dentre elas a imunoterapia.

5.4.1 Imunoterapia inespecifica

O primeiro relato sobre o uso de um imunoterapico em infeccoes experimentais
com P. brasiliensis foi feito por Rezkallah-Iwasso e colaboradores, em 1984. Esses
autores avaliaram o efeito do levamisol em hamster sirio dourado (Mesocricetus
auratus) infectados previamente por via intratesticular com P. brasiliensis. O
levamisol foi desenvolvido como um anti-helmintico e mostrou-se, posteriormente,
como um estimulador inespecifico do sistema imunolégico (descrito no item 4.1.2).
Apesar da via de infeccdo nesse estudo de Rezkallah-Iwasso e colaboradores nao
mimetizar a rota tipica de infeccdo por P. brasiliensis, o efeito do levamisol foi

interessante. A terapia foi avaliada em dois tempos diferentes: (1) terapia precoce — 3
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semanas apos a infec¢ao, ou seja, animais ainda imunocompetentes, e (2) tratamento
tardio — 12 semanas apo6s a infeccdo, quando a resposta imunolbgica ja estava
comprometida. Em ambos os grupos a reacdo inflamatéria foi caracterizada por
granulomas epitelioides compactos quando comparado aos controles nao tratados,
contudo, a diminuicao da carga fingica ocorreu apenas nos animais submetidos a
terapia precoce [291]. Embora promissor, o levamisol nao foi mais estudado na PCM.

Um outro trabalho inicial de imunoterapia na PCM experimental foi realizado
por Peracoli e colaboradores [292]. Esses. Autores usaram uma técnica de producao
de extratos de leucoécitos dialisados (ELD), obtidos por lise de linfonodos e bacos de
hamsters sirios dourados imunizados com antigenos somaéticos de P. brasiliensis
(AgPb) ou de animais naives, seguido de dialise desse lisado contra dgua destilada
[293]. Normalmente, esse tipo de filtrado concentrado contém muitas moléculas e
apresenta propriedades imunomoduladoras, que sao atribuidas a pequenos peptideos
com massa molecular entre 3,5 e 6kDa (“fator de transferéncia” [FT]). O FT, como
agente imunoterapéutico, tem como vantagem principal a inducao de uma resposta
imunitaria rapida contra o patégeno, reduzindo o tempo para a resposta dos pacientes
ao tratamento [294]. Os autores observaram que em relacao aos controles infectados e
nao tratados, hamsters sirios dourados infectados e tratados com FT (ELD) na 32, 72,
112, 152 e 192 semana apos a infecgao tiveram uma resposta imunitaria mediada por
células durante todo o experimento e desenvolveram uma infeccao menos extensa com
um ndmero significativamente menor de fungos nas lesées. Embora promova a
melhora do quadro infecioso, a acdo do FT foi independente da fonte, ou seja, se os
ELD foram obtidos de animais naives ou imunizados com AgPb, sugerindo que a
imunoestimulacao foi inespecifica [292].

Muitos grupos propuseram, nas ultimas duas décadas, imunoterapias para
restaurar ou aumentar a imunidade antifingica, no entanto, pouquissimas dessas
abordagens se converteram em estudos clinicos [295]. Na PCM hé descricao de apenas
um teste clinico, publicado em 1996, por Meira e colaboradores [296], onde glucana
foi utilizada para estimular a resposta imunologica dos pacientes. Nesse estudo, os
autores selecionaram 18 pacientes com PCM, todos sob tratamento com antifingicos,
os quais foram divididos em dois grupos. O grupo 1 (G1) tinha 10 pacientes, sendo dois
com a forma aguda, sete com a forma cronica e infeccao disseminada e um paciente
com a forma crénica e uma infeccao menos disseminada. O grupo 2 (G2) tinha oito

pacientes com a forma cronica moderada. O G1 recebeu doses de 10mg de glucana, por
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via intravenosa, uma vez por semana durante um meés, seguida de doses mensais,
durante 11 meses, enquanto o G2 foi usado como controle sem tratamento com
glucana. Os parametros usados para avaliar os pacientes mostraram que aqueles que
receberam glucana apresentaram uma resposta mais favoravel ao tratamento [296].
Nao restam davidas que f1,3-gluicana é um potencial candidato a alvo
imunoterapéutico, ja que é um agonista de dectina-1, um PRR que parece desempenhar
um papel protetor na PCM pulmonar [196,235,272]. Porém, pesquisas pré-clinicas
com esse polissacarideo sao necessarias para se encontrar as melhores condicoes de
tratamento. Além disso, a importancia das glucanas para a biologia do fungo abre
caminho para producdao de inibidores de vias bioquimicas tnicas de fungos,
possibilitando a descoberta de novos farmacos para tratamento da PCM, assim como
para outras infec¢oOes flingicas [297].

O reconhecimento de B-1,3-glucana por dectina-1 é um exemplo de como
interacOes proteina-carboidrato podem ser importantes em processos biol6gicos. De
fato, o reconhecimento de carboidratos realizado por essas proteinas que sao ubiquas
na natureza, denominadas lectinas, compreendem a primeira etapa de varios
processos que envolvem interacoes célula-célula, tais como infeccido microbiana,
fertilizacao, embriogénese, migracao celular, formacao de 6rgaos, defesa imunologica,
dentre outros [298]. Embora Peumans e Van Damme [299] tenham feito uma
redefinicao de lectinas tendo como base as moléculas de plantas, é certo que essa possa
ser estendida a lectinas de todos os seres vivos, isto é, “proteinas que possuem pelo
menos um dominio nao catalitico que se liga de modo especifico e reversivel a um mono
ou oligossacarideo (CRD, do inglés carbohydrate recognition domain)”. Vale a
ressalva sobre anticorpo que reconhece carboidrato, esse nao é caracterizado como
lectina.

Na década de 1990, nosso grupo vinha estudando uma lectina ligante de manose
extraida das sementes de jaca (Artocarpus heterophyllus), inicialmente chamada de
KM+ e renomeada, posteriormente, como ArtinM — Art de Artocarpus, in de
integrifolia e M+ por ser ligante de manose [300]. A. integrifolia é uma sinonimia para
o nome aceito da planta A. heterophyllus. Mostrou-se que ArtinM era uma ferramenta
para varias aplicagoes biomédicas, tais como a ativacao de células da imunidade inata

— neutrofilos [301—-303], mastocitos [304], macrofagos [305,306] e células dendriticas
[307].
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Em um desses estudos com ArtinM, foi mostrado algo surpreendente [306],
essa lectina tinha a capacidade de estimular, de um modo dose-dependente, células
esplénicas de camundongos BALB/c a produzirem IFN-y (Figura 1A). Quando
sobrenadantes de cultura de células da linhagem macrofagica J774 estimuladas com
ArtinM, por 48 horas, foram destituidos da lectina e usados para estimular células
esplénicas, observou-se que alguma molécula presente nesse meio condicionado era
responsavel por induzir a producao de IFN-y (Figura 1B). Havia um palpite de que essa
molécula seria IL-12, o que foi comprovado quando essa citocina foi bloqueada com
concentracoes variaveis de anticorpos anti-IL-12, ocorrendo uma reducdo dose-
dependente da producao de IFN-y (Fig. 1C). Como esperado, além de células J774,
macrofagos peritoneais e esplénicos de BALB/c ou C3H e duas outras linhas
macrofagicas produziam IL.-12 em resposta ao estimulo com ArtinM. Quando a lectina
foi injetada em camundongos BALB/c, observou-se que ela revertia o padrao de
resposta contra antigeno de Leishmania major de Th2 para Thi. Foi incrivel observar
que a infeccao com L. major desses animais suscetiveis tratados com ArtinM tinha uma
resultante similar a dos animais resistentes, retornando ao status de suscetiveis ao

serem tratados com anticorpos contra IL-12 (resultados mostrados em [306], apéndice

2, artigo 1).
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Figura 1. ArtinM estimula macréfagos a produzir IL-12, na qual induz a producio de IFN-
vy por células esplénicas de camundongo. (A) Células de baco (2 x 106/mL) de camundongos
BALB/c foram cultivadas na presenca de diferentes concentracoes de ArtinM, por 48 horas. Os
resultados sao as médias da concentragido de IFN-y + DP, de experimentos feitos em triplicada. (B) As
células de linhagem macrofagica J774 foram cultivadas na presenga de ArtinM (3ug/mL). Apos 48
horas, o sobrenadante foi depletado de lectina por adsor¢ao a D-manose-agarose e utilizado, diluido dez
vezes, para estimular células esplénicas de BALB/c (2 x 106/mL) (Sob Mac ArtinM). Controle negativo:
sobrenadante de células J774 nao estimulada (Sob Mac Meio). Controles positivos: ArtinM (1mg/mL)
ou IL-12 recombinante (2ng/mL). *p < 0,0001) em relagido ao grupo controle negativo (sobrenadante
de células J774 nao estimuladas). (C) Os sobrenadantes das culturas de células J774 estimuladas com
ArtinM foram pré-incubados na presenca de diferentes concentracoes de mAb anti-IL-12 (circulos
abertos) ou mAb de rato irrelevante, (circulos fechados), por 1 h antes de serem adicionados as culturas.
Os resultados sdo as médias da concentracao de IFN-y + DP de triplicatas de pocos. Os resultados sdo
representativos de trés experimentos.
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Esses experimentos sobre inducao de IL-12 e citocina do perfil de resposta Th1
(IFN-y) por ArtinM possibilitaram pressupor que essa lectina poderia ser protetora no
modelo experimental de PCM [305]. Quando camundongos BALB/c infectados i.v.
com P. brasiliensis, linhagem Pb18, foram submetidos a tratamentos que variaram de
acordo com o numero e intervalos de injecao, observou-se que em todos os regimes de
administracao de ArtinM havia uma reducao significativa da carga fangica, sendo a
melhor condicao associada a administracao de uma tnica injecao subcutanea (s.c.) de
ArtinM no dia 10 po6s-infeccao (resultados mostrados em Coltri et al., 2008 [305],
Apéndice 2, artigo 2). A quantidade de leveduras no pulmao de camundongos
infectados e tratados com o veiculo — solucao salina isoténica tamponada com 10mM
de fosfato, pH 7,4 (PBS, do inglés, phosphate buffered saline), 30 dias ap0s a infeccao,
era de cerca de 3 e 10 vezes maior do que a de animais infectados e tratados com ArtinM
da planta (jfArtinM) ou a recombinante (rArtinM), respectivamente (Figura 2A). No
homogeneizado de pulmao desses animas infectados e tratados com ArtinM foi visto
que as concentracoes de IFN-y, IL-12p70 e TNF-a eram significativamente maiores do
que aqueles de camundongos sem terapia, IL-4, significativamente menores, enquanto
as concentracoes de IL-10 foram similares (Figura 2, B-E). Em relacao a producao de
NO, indiretamente visto pela presenca de nitrito, notou-se que os niveis eram maiores
nos animais tratados com jfArtinM ou rArtinM do que nos camundongos nao tratados
(Figura 2F). A anélise histologica do pulmao dos animais infectados e tratados com
ArtinM mostrou que havia pouquissima area inflamada e arquitetura broncoalveolar
bem preservada com auséncia de leveduras, o que foi contrastante com os achados
histopatologicos dos animais infectados e injetados com PBS, onde encontravam-se
multiplos granulomas epitelioides tipicos e grande namero de leveduras (resultados
mostrados em Coltri et al., 2008 [305], Apéndice 2, artigo 2).

Para confirmar os resultados anteriores, onde mostrou-se a importancia de IL-
12 produzida em resposta a ArtinM, e verificar se a melhora no quadro dos animais
infectados e injetados com essa lectina era dependente de NO, camundongos
deficientes de IL-12 (IL-127/-) e Oxido nitrico sintase induzida (NOS27/-) foram
infectados e tratados com ArtinM. A carga fangica nos animais IL-127/- infectados e
tratados foi alta e semelhante aquela dos animais controles injetados com o veiculo
(Figura 3A), comprovando a importancia dessa citocina para o efeito benéfico trazido
pelo tratamento com ArtinM em animais infectados com P. brasiliensis. Em relacao ao

NO, fora visto anteriormente que animais selvagens infectados e tratados com ArtinM
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tinham uma producdo maior dessa molécula que os controles, o que tornou os
resultados com aninais NOS2-/- inesperados. Quando animais deficientes e suficientes
para o gene do NOS2 foram infectados e tratados com ArtinM, os dois grupos de
animais resolveram a infeccao de modo similar (Figura 3B), indicando que a inducao

de 6xido nitrico nao é critica para protecao conferida por ArtinM [305].
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Figura 2. Efeito terapéutico do ArtinM na infeccio por P. brasiliensis. Camundongos
injetados i.v. com 106 leveduras foram tratados com jfArtinM, rArtinM ou PBS (controle). Os
homogeneizados pulmonares obtidos desses camundongos foram analisados 30 dias apds a infecgao.
(A) Unidades formadoras de colonias (CFU)/grama de pulmio, (B-E) niveis de citocinas e (F)
concentracoes de nitrito. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados representam a média
+ DP de pelo menos trés experimentos independentes. *, P < 0,05 versus grupo controle.

Os resultados nesse estudo possibilitaram imaginar que que ArtinM se ligava a
algum PRR para induzir a producao de IL-12. Quando os macréfagos de camundongos
deficientes MyD88, molécula adaptadora importante para sinalizacao de muitos PRRs,
foram estimulados in vitro com ArtinM, nao houve a deteccao de IL-12 no
sobrenadante (dados nao mostrados), sugerindo que a producao de IL-12 induzida por
ArtinM poderia ser dependente da via de sinalizacdo TLRs/MyD88. A fim de investigar
o possivel papel de TLR2 ou TLR4 na producao de IL-12 induzida por ArtinM,
comparou-se as concentracoes de IL-12 liberadas por macrofagos estimulados por
ArtinM de camundongos TLR2/- versus TLR2*/*, ou de camundongos deficientes em

TLR4 versus camundongos WT. Conforme mostrado na figura 3C, diferente dos
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macroéfagos de camundongos deficientes em TLR4 e camundongos controle, os
macroéfagos de camundongos TLR27/- ndao produziram IL-12 em resposta a ArtinM ou
em resposta a zimosan. Além disso, a producao de IL-12 por macrofagos estimulados
por ArtinM foi inibida por D-manose a 50mM, o monossacarideo especifico de ArtinM.
Esses resultados indicam nao apenas que TLR2 desempenha um papel critico na
producao de IL-12 mediada por ArtinM, mas também que a estimulacao celular ocorre

de maneira dependente do reconhecimento de carboidratos [305].
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Figura 3. ArtinM nio protege camundongos IL-12-/- da infeccio por P. brasiliensis, mas
protege uniformemente camundongos NOS2-/- e WT, em um mecanismo de producao de
IL-12 dependente de TLR2. Camundongos (A) IL-12-/- e (B) NOS2-/-, bem como seu equivalente WT,
foram infectados i.v. com 106 células de levedura P. brasiliensis e tratados ou nao com jfArtinM, 10 dias
apos a infeccdo. O ntimero de leveduras viaveis foi determinado por CFU/grama de tecido, no dia 14
apoés a infecgdo para os camundongos NOS2-/- e no dia 30 para os animais IL-12 -/-~. Os resultados
representam a média + SD de trés camundongos por grupo e sdo representativos de pelo menos dois
experimentos. *, P < 0,05 versus grupo controle (WT). **, P < 0,05 versus controle (PBS). (C)
Macroéfagos peritoneais de camundongos TLR2++ (C57BL/6); TLR27/-; C3H/HePas (TLR4isn,
expressando um TLR4 funcional) e C3H/HeJ (TLR4¥s-4, expressando um TLR4 nao funcional) foram
cultivados por 48 horas na presenca ou auséncia de jfArtinM (5ug/mL), zymosan (10ug/mL) ou LPS
(1opg/mL). Em alguns experimentos, os macréfagos foram cultivados com jfArtinM na presenca de
50mM D-manose (ArtinM/D-Man). A quantidade de IL-12p70 no sobrenadante foi determinada por
ELISA de captura. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados representam a média + DP
de pelo menos trés experimentos independentes. *, P < 0,05 versus grupo controle. #, P < 0,05 versus
controle positivo (ArtinM). ND, nao detectado.



74

Além dos resultados impressionantes de ArtinM como molécula
imunoterapéutica, essa também se mostrou eficiente em estimular resposta profilatica
em infeccOes experimentais com P. brasiliensis [308].

De fato, existe uma possibilidade de uso, principalmente, terapéutico de ArtinM
em pacientes com PCM. Porém, outras pesquisas precisam ser realizadas para
diminuir a imunogenicidade da molécula, pois quando for necessario mais de uma
administracao da molécula, poderia haver a producao de anticorpos que bloqueariam
a atividade de ArtinM. O mais importante é perceber que esse trabalho abriu caminho
para pesquisas de novas abordagens imunoterapéuticas para infeccdo com
Paracoccidioides. Isso porque existe uma série de atividades de ArtinM, tais como
ativacao classica de macrofagos (polarizacao M1) dependente do TLR2 e CD14 [309],
induc¢ao da producao de IL-12 e IL-23, levando a diferenciacdo de células Th em Th1
e/ou Th17 [305,306,310,311] e interacdo direta dessa lectina com os carboidratos do
receptor CD3 em linfécitos, o que é seguido pela diferenciacao de células T CD4+ em
células Th17 [311], que possibilitaram presumir que outras moléculas agonistas de
PRRs pudessem ter efeito similar.

Quando um membro de nosso grupo pesquisava um determinado antigeno
candidato a imunoterapico para PCM, para garantir que uma forte resposta
antiproteina fosse desenvolvida, utilizou o antigeno emulsificado em adjuvante
completo de Freund (CFA, do inglés, complete Freund adjuvante). Foi surpreendente
observar que apenas o controle, PBS emulsificado em CFA, tinha um efeito benéfico na
infeccao experimental com P. brasiliensis, sendo investigado a acdo desse adjuvante
no tratamento dos animais infectados [312]. Pelo fato de CFA induzir uma resposta
mais Th1 enquanto o adjuvante incompleto de Freund (IFA, do inglés, incomplete
Freund adjuvant) promoveu um status mais Th2 [313], camundongos BALB/c foram
infectados i.v. com P. brasiliensis e tratados s.c. com CFA ou IFA, 21 dias apés a
infeccao. Como mostrado na figura 4, 30 dias apos a terapia, os camundongos injetados
com CFA apresentavam 2,4 logs de reducao na uma carga fingica quando comparados
aos camundongos tratados com IFA, correspondendo a 99% menos UFC por grama de
tecido pulmonar (Figura 4A). Ao se analisar a producao de citocinas pré- e anti-
inflamatoérias nos sobrenadantes de homogeneizados pulmonares de camundongos
infectados com P. brasiliensis tratados, observou-se que o grupo injetado com CFA
produziu altos niveis de IFN-y, IL-4, IL-12, TNF-q, IL-10 e TGF-$ quando comparado

ao grupo tratado com IFA (Figura 4B—G), sugerindo uma supressao da resposta



75

imunolégica nos animais tratados com IFA. Os dados de CFU estavam de acordo com
as analises histopatologicas, as quais mostraram que a imunoestimulacao terapéutica
com CFA levou a uma marcada diminuicao da carga fngica (resultados mostrados em
[312], Apéndice 2, artigo 3). Camundongos controles tratados com IFA apresentaram
multiplos locais de granulomas epitelioides focais e confluentes (Figura 4H) com halos
linfomonociticos circunscrevendo um alto nimero de células leveduriformes viaveis e
nao viaveis. A analise morfométrica dos pulmées de camundongos tratados com IFA
revelou 41+5,2 granulomas, com uma area relativa de comprometimento pulmonar de
40,7+6,2% (dados mostrados por Oliveira et al., 2008 [312]). Em contraste, nao foram
observados granulomas ou leveduras nas secoes pulmonares examinadas dos

camundongos infectados e tratados com CFA e uma arquitetura alveolar bem

preservada (Figura 4H) [312].
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Figura 4. Efeito terapéutico do adjuvante CFA na infeccio por P. brasiliensis.
Camundongos BALB/c infectados i.v. com 106 leveduras da cepa 18 de P. brasiliensis foram tratados s.c.
no dia 20 poés-infeccdo com IFA (controle) ou CFA (terapia). Apds 30 dias do tratamento, analisou-se
(A) a quantidade de CFU por grama de pulmao. A linha horizontal representa tracejada indica o naimero
de CFU/g de tecido dos animais no dia do tratamento (21 dias de infec¢do). As barras representam as
médias + DP das CFU/g de tecido. *P < 0,05 em relacao as CFU dos demais grupos e o CFU no inicio do
tratamento. (B-G) Fragmentos de pulmoes foram homogeneizados em PBS, centrifugados e os
sobrenadantes colhidos para dosagem das citocinas por ELISA. As barras representam as médias + DP
das concentracées de citocinas em duplicata. *P < 0,05 em relacao ao animal controle. (H) Fragmentos
do pulmao foram colhidos e processados para anélise histologica. Através do uso do programa ImageJ
Pro, as imagens foram capturadas, copiadas e transformadas em leitura digital, sendo analisadas quanto
ao numero de granuloma, area média dos granulomas, lesao pulmonar e presenca de infiltrado e fungos

no granuloma.
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O CFA é um adjuvante cujo uso nao é permitido em seres humanos, havendo
restricoes para uso animais de experimentacdo, fato que motivou nosso grupo a
investigar se outro adjuvante poderia ser um imunoterapico para PCM. Pelo fato de a
eficicia do CFA em direcionar a resposta imunolégica para um perfil Th1 ser devida,
em grande medida, pela presenca de componentes de M. tuberculosis, que levam ao
desenvolvimento de hipersensibilidade retardada [314,315], aventou-se a hipotese de
que a vacina BCG (M. bovis atenuado) pudesse ser esse imunoterapico. Infelizmente,
ao se avaliar BCG como tratamento para infeccdo com P. brasiliensis em
camundongos, nao foi observado efeito benéfico [316]. A partir desse resultado,
buscou-se encontrar outros potenciais adjuvantes imunoterapicos para uso em
humanos que tivesse efeito similar ao do CFA, sendo esses: MPLA (um agonista de
TLR4), PAM;CSK, (um agonista de TLR2), alimen (hidroxido de aluminio — AI(OH),)
e AS04 (associacao dos adjuvantes alaimen e MPLA) (Apéndice 2, artigo 5). Dos
adjuvantes usados para tratamento s.c. no dia 20 apoés a infeccao i.v. de camundongos
com P. brasiliensis (Pb18), apenas MPLA reduziu a carga fingica de forma similar ao
CFA quando comparado ao grupo de animais infectados e nao tratados (controle)
(Figura 5). Foi interessante notar que alimen, além de nao melhorar o quadro, ainda
reverteu o efeito benéfico de MPLA quando esses adjuvantes foram injetados em

conjunto no adjuvante ASo4 [317,318].
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Figura 5. O adjuvante liberado para uso em seres humanos MPLA, mas nao Alimen,
ASO4, e PAM;CSK,, tem efeito protetor similar ao observado para CFA na infecc¢ao por P.
brasiliensis. Camundongos BALB/c infectados i.v. com 106 leveduras da linhagem 18 de P.
brasiliensis foram tratados s.c. no dia 20 pés-infeccao com (A) CFA, ASo4, alamen (Alum), PAM;CSK,
ou MPLA. Como controle foram usados animais infectados e nao tratados. Ap6s 30 dias do tratamento,
analisou-se a quantidade de CFU por grama de pulmao. As barras representam as médias + DP das
CFU/g de tecido. *P < 0,05 em relacdo a CFU do grupo controle.
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Experimentos adicionais mostraram que o efeito de MPLA era consistente e
apresentava uma melhora no quadro inflamatério, o que fora compativel com os
resultados obtidos com CFA (Figura 6). A protecao mostrada por MPLA é refletida pela
reducao significativa da carga fingica nos pulmoées, ou seja, 0,36 x 105 CFU/g + 0,10
em camundongos tratados com MPLA e 5,47 x 105 CFU/g + 0,15 nos controles (Figura
6A). A analise histopatologica mostrou que os pulmoes de camundongos nao tratados
exibiram granulomas confluentes e extenso dano tecidual (Figura 6B). J& os
camundongos tratados com CFA (Figura 6C) ou MPLA (Figura 6D) tiveram uma
reducao da area da lesao e do infiltrado inflamatério, formando granulomas compactos

e delimitados, o que estava de acordo com os resultados de carga fangica [317,318].

>
. iy
4

IS

A

NQ?U‘

A

CFUIg (x10°)

Figura 6. O tratamento com MPLA induz reducido significativa da carga fangica e
manutenciao da arquitetura pulmonar em camundongos infectados por P. brasiliensis.
(A) Camundongos infectados i.v. com 106 leveduras de P. brasiliensis (Pb18) foram tratados s.c. com
CFA e MPLA, no dia 20 poés infec¢do, ou mantidos sem tratamento (controle). Os animais foram mortos
30 dias apds o tratamento e fragmentos do pulmao foram removidos e processados para (A) analise da
quantidade de CFU por grama de pulmao e (B-D) anélise histopatoldgica. As barras em A representam
as médias + DP das CFU/g de tecido. *P < 0,05 em relacao a CFU/g de tecido do grupo controle. A
prancha B corresponde a um corte de pulmao de animal infectados e nao tratado, a C e D, de animais
infectados e tratados com CFA e MPLA, respectivamente. As sec6es pulmonares foram coradas com
H&E. Barras de escala = 1 mm.
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Como mostrado na figura 7, camundongos infectados tratados com CFA e MPLA
apresentaram concentracoes significativamente maiores das citocinas inflamatoérias
IFN-y e TNF e menores das anti-inflamatorias de IL-4 e IL-10 em relacao aos controles.
O IFN-y aumenta a eliminacdo de células fingicas e a expressao de mediadores
inflamatoérios por macréfagos e em sinergia com o TNF tem se mostrado critico para a
resisténcia na PCM [242]. Em contraste, a IL-10 é considerada um mediador que
facilita a infeccao, embora também seja capaz de prevenir os efeitos imunopatogénicos
da resposta imunologica Th1 [220]. Curiosamente, os grupos que receberam CFA ou
MPLA apresentaram niveis de IL-17 semelhantes aos do grupo controle. Pagliari e
colaboradores [264] mostraram a presenca de células que expressam IL-17 em lesGes
cutaneas e mucosas na PCM, sendo sugerido que essas células estdo associadas a
organiza¢ao dos granulomas. Na PCM experimental, a resposta da IL.-17 parece ser
benéfica [234,261—264], contudo, ainda é controverso seu real papel na protecao a

infeccoes fingicas [259,265].
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Figura 7. Perfil de citocinas de camundongos infectados e tratados com MPLA ou CFA.
Camundongos BALB/c foram infectados e tratados como descrito na legenda da figura 6. Ap6s 30 dias
do tratamento, fragmentos de pulmoes foram homogeneizados em PBS, centrifugados e os
sobrenadantes colhidos para dosagem de IL-2 (A), IFN-y (B), TNF (C), IL-6 (D), IL-17 (E), IL-10 (F) e
IL-4 (G), por ELISA. As barras representam as médias + DP das concentracbes de citocinas em
duplicata. *P < 0,05 em relacao ao animal controle.

Esses resultados obtidos com MPLA sao muitos empolgantes porque mostram

o efeito extraordinario de um adjuvante ja em uso em vacinas para seres humanos na
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eliminacao de fungos em animais infectados, mostrando um grande potencial para

ensaios clinicos em pacientes com PCM.

5.4.2 Imunoterapia para PCM com antigeno(s) especifico(s) de
Paracoccidioides

A quantidade de moléculas estimuladoras inespecificas do sistema imunologico
com potencial imunoterapéutico para combater doencas infecciosas é bastante grande,
o que inclui as moléculas que reconhecem carboidratos. As lectinas estao presentes em
todos os seres vivos e porque nao estariam em fungos do género Paracoccidioides. Ao
serem isoladas, teriam potencial para estimular o sistema imunologico por ligacao a
PRR, como visto para ArtinM, e ao mesmo tempo induzir respostas imunologicas
adaptativas, uma vez que seriam antigenos desses fungos. Optou-se por descrever
essas moléculas nesse subitem, na condicao de antigeno.

Uma lectina que atende a esses requisitos é conhecida como paracoccina, a qual
se liga a N-acetil-D-glicosamina (GIcNAc). A paracoccina foi descoberta e tem sido
estudada desde entao pelo grupo da Prof.2 Dr.2 Maria Cristina Roque-Barreira, sendo
isolada, inicialmente, de sobrenadantes de cultura de leveduras de P. brasiliensis por
cromatografia de afinidade em coluna de GlcNAc imobilizada. Essa molécula de
aproximadamente 70kDa foi descrita como uma proteina de superficie de leveduras de
P. brasiliensis e que apresenta capacidade de estimular macréfagos de camundongos
a produzir in vitro altas e persistentes concentracoes de TNF e NO [319], os quais sao
associados a protecao contra P. brasiliensis [242,320]. Posteriormente, mostrou-se
que a paracoccina interagia com quitina, um polissacarideo com repeticoes de B-1,4-
GlcNAc, e quando incubada com leveduras de P. brasiliensis, marcava sitios de
brotamento do fungo [321]. Ademais, foi sugerido que a paracoccina é importante no
processo de crescimento e remodelamento da parede das leveduras de P. brasiliensis
[321—323], fendmeno associado a uma propriedade enzimatica dessa proteina, a
atividade N-acetil-D-glicosaminidase [322,323]. Baseados em dados de prote6mica,
uma sequéncia génica putativa da paracoccina foi clonada, sendo possivel a producao
da proteina recombinante [324]. Essa recombinante tinha as caracteristicas
bioquimicas da paracoccina nativa, com excecao da massa molecular, ou seja, a nativa
tinha ~70kDa enquanto a recombinante, ~28kDa. Essa diferenca de massa molecular
poderia ser explicada por uma clonagem parcial do gene da paracoccina, ou seja,

apenas do dominio enzimatico da proteina. Quando a paracoccina recombinante foi
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usada como imunoterapico, verificou-se que os camundongos tratados apresentavam
um padrao de resposta Thi, provavelmente, dependente de TLR2, e diminuicao de
carga fiingica [324,325]. Curiosamente, a infeccao realizada com leveduras destituidas
de paracoccina por silenciamento génico, desencadeou uma infec¢do mais branda e
mortalidade reduzida quando comparado aos animais infectados com leveduras
selvagens [326]. Ao contrario, as leveduras que superexpressavam paracoccina
desencadearam uma infeccao sistémica grave, alta carga fingica e elevadas taxas de
mortalidade [327]. Em conjunto esses resultados mostraram que a paracoccina tem
caracteristicas de um bom imunoterapico para PCM, comportando-se um fator de
viruléncia por sua expressao ser associada a patogenicidade do fungo [328].

A adesao dos patogenos ao tecido hospedeiro é um pré-requisito para a invasao
e colonizacao tecidual e infeccdo. Em fungos como em outros patégenos, essa
caracteristica pode ser devida a estruturas compostas por adesina(s) que se liga(m) a
glicanas teciduais. Dentre as adesinas de fungos do género Paracoccidioides, destaca-
se a glicoproteina de 43kDa (gp43), a qual esta presente em espécies do complexo P.
brasiliensis [178,182,329] e é indubitavelmente a proteina mais estudada desses
fungos [330,331]. A gp43 tem sido associada a patogenicidade de P. brasiliensis, com
énfase para a sua ligacdo a laminina da matriz extracelular [330,332], levando a adesao
de P. brasiliensis a superficie de células epiteliais [333], 0 que permitiria a invasao e a
disseminacao tecidual do fungo.

Além de participacao no processo de colonizacao do tecido do hospedeiro, foi
mostrado que a gp43 tem um papel na adesao de P. brasiliensis aos macrofagos,
fendmeno que leva & fagocitose desse fungo [334]. A primeira vista, esses resultados
podem sugerir que a gp43 favorece a eliminacdo de P. brasiliensis, no entanto,
observou-se o contrario, desde que a essa glicoproteina bloqueia a capacidade
fungicida de macréfagos via receptores de manose, inibindo a liberacao de peréxido de
hidrogénio (H-0-) e NO, podendo consistir em um dos mecanismos que esse fungo usa
para evasao ao sistema imunolégico [335]. Em termos de imunidade adaptativa, a gp43
parece estimular a liberacao preferencial de citocinas do padrao Th1 em camundongos
resistentes enquanto em animais susceptiveis induz a uma ativacdo de uma resposta
Th2 [336]. Ferreira e colaboradores, em 2004, mostraram que a gp43 purificada de P.
brasiliensis tinha um efeito inibitério na liberacao de IL-12 e levava a regulacao
negativa da expressao de moléculas do MHC de classe II em DCs e menor adesao de

DCs imaturas. Ademais, a gp43 modificava a maturacao de DCs induzidas por LPS,
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levando a diminuicao na expressao de moléculas do MHC de classe II, CD80, CD54 e
CD40 [337], as quais sdo importantes para ativacao de células Th [73]. Inclusive,
mostrou-se que DCs pulsadas com gp43 induziu um significante aumento da carga
fangica em animais suscetiveis infectados com P. brasiliensis quando comparados ao
grupo controle nao imunizado [338]. Dessa forma, gp43 parece reduzir a eficacia da
resposta imunoldgica, promovendo o estabelecimento da infec¢ao por P. brasiliensis.

Em pacientes com PCM, observa-se uma forte reatividade imunologica humoral
para gp43 e uma resposta inadequada de células T [339]. Quando as células
mononucleares de sangue periférico (PBMC, do inglés peripheral blood mononuclear
cells) de pacientes com formas aguda e cronica foram estimuladas com gp43, houve a
producao de baixas concentracoes de IL-2 e IFN-y e maiores concentracoes 1L-10
enquanto PBMC de individuos saudaveis produziam quantidades substanciais das trés
citocinas. Nesse estudo, os autores sugerem que o desequilibrio na producao de
citocinas de pacientes com PCM desempenha um papel na hiporesponsividade a gp43
e na producdo acentuada de anticorpos desses pacientes [340]. Um outro estudo
mostrou que a estimulacdo de moDCs de pacientes com PCM com gp43 ou uma
preparacao contendo antigenos liberados de leveduras de P. brasiliensis induziam uma
reversao da anergia especifica aos antigenos in vitro, estimulando uma resposta
linfoproliferativa. Essa linfoproliferacao foi maior quando o estimulo foi feito com
moDCs pulsadas com antigenos liberados de leveduras, com aumento significativo de
IFN-y e TNF. Os autores sugerem que uma preparacao antigénica mais complexa,
como a de antigenos liberados de leveduras de P. brasiliensis, poderia ser um melhor
indutor da resposta do padrao Th1 protetora do que a gp43 isoladamente [341].

A gp43 tem sido descrita em alguns estudos como estimuladora de uma resposta
imunoldgica de padrao Thi, ou seja, dependente de IFN-y, que é protetora contra
infeccao por P. brasiliensis (apud TRAVASSOS et al., 2004 [342]). No entanto, De
Almeida e colaboradores, em 1998, e de Ferreira e Almeida, em 2006, mostraram algo
diferente, uma vez que que animais susceptiveis infectados com P. brasiliensis e
tratados com gp43 purificada [336] ou DCs pulsadas com gp43 [338] apresentavam
um significante aumento na quantidade de fungos no pulmao quando comparados ao
grupo controle nao imunizado, ocorrendo, assim, uma exacerbacao da infeccao em
camundongos tratados com DCs pulsadas com gp43. Uma explicacao plausivel pode
ser dada em relacao a estrutura da gp43, sugerindo-se que uma parte da molécula

impede ou bloqueia uma resposta imunitaria apropriada. Essa hipotese pode ser
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confirmada quando 25 peptideos que abrangiam toda a sequéncia da molécula gp43
nativa foram usados para estimular células de linfonodos de animais imunizados com
gp43. Apenas um peptideo interno com 15 residuos de aminoacidos
(QTLIAIHTLAIRYAN), denominado P10, induziu linfoproliferacao. Nesse estudo, o
tratamento dos camundongos infectados com gp43 e P10 levaram a uma significativa
reducdo da carga fingica [343], o que poderia ser atribuido ao tratamento com CFA,
que como mostrado anteriormente por nos, induz forte protecao em modelo de PCM
em camundongos [312]. O efeito protetor de P10 ¢ atribuido principalmente a uma
resposta imunitaria celular mediada por IFN-y e um padrao de resposta Th1. Embora
essa resposta também pareca ser induzida com gp43, nesse caso, veio acompanhada
da producado de anticorpos, atribuida a ativacdo de um padrao misto de resposta
imunolodgica, Th1 e Th2 [343].

O peptideo P10 tem sido considerado como um candidato a imunoterapico
contra PCM tendo como base algumas de suas caracteristicas, tais como: sua sequéncia
é conservada nas moléculas de gp43 de diferentes isolados [344], possivelmente pode
ser apresentado por moléculas H-2 de diferentes haplotipos [343] e por diferentes
moléculas de HLA-DR [345]. Além disso, um anéalogo do P10 com 13 residuos de
aminoacidos (M10) protegeu animais sem a necessidade do CFA [346] e mostra-se
protetor ao ser administrado juntamente com antifangicos, produzindo uma reducao
na carga fingica nos pulmodes e a na disseminacdo desses micro-organismos para
outros 6rgaos [347]. O peptideo apresenta rapido clearance sanguineo, com captacao
acentuada nos linfonodos cervicais [348]. Vale ressaltar que bons resultados também
foram obtidos com trés tipos diferentes de imunizacio, quais sejam vacina de DNA
com plasmideo que codifica o peptideo P10 [349]), DCs pulsadas com o peptideo
[350,351] e peptideo associado a uma nanoparticula de quitosana [352]. Em uma outra
estratégia muito interessante, Jannuzzi e colaboradores mostraram que um ScFv
obtido do Mab 7.B12, o qual mimetiza a gp43, modula as respostas imunologicas
humoral e celular e apresenta epitopos para células Th e citotoxicas [353]. Tanto os
animais infectados e tratados com DCs transfectadas com plasmideo que codifica esse
ScFv [354] quanto aqueles tratados com ScFv encapsulado em nanoparticulas de poli
(L-acido lactico-co-acido glicolico) [355] tiveram uma diminuicao significativa da
infeccao pulmonar e da progressao da doenca.

Apesar de o peptideo P10 ser promissor como um tratamento para PCM, deve-

se levar em consideracao que sua estrutura primaria no ortélogo da gp43 em P. lutzii,
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a Plp43, mostra alteracoes significativas em sua sequéncia, o que em tese
impossibilitaria o reconhecimento por células T [356]. Se essa possibilidade for
confirmada, pacientes com PCM causada por P. lutzii ndo se beneficiaria dessa
imunoterapia, o que poderia ser um problema para areas endémicas de P. lutzii, tais
como Mato Grosso do Sul, Goias e Amazonas [180,357—361].

Ainda pensando no processo de colonizacao do tecido do hospedeiro e na
biologia dos fungos do género Paracoccidioides, nosso grupo aventou a possibilidade
de que esses micro-organismos poderiam conter outra(s) lectina(s). Para a pesquisa e
isolamento dessa(s) proteina(s), optou-se por uma cromatografia de afinidade em
coluna contendo resina imobilizada com fetuina bovina. Tal escolha foi fundamentada
na composicao da fetuina, uma glicoproteina rica em oligossacarideos que apresentam
acido sialico. Acidos sialicos, também chamados de 4cidos N-acetilneuraminicos
(NeusAc) correspondem a um grupo diverso de monossacarideos de 9 carbonos
sintetizados por animais. Por serem carboxilados, apresentam carga negativa, estando
presentes na extremidade mais externa (terminais nao redutores) de cadeias de
carboidratos N- e O-ligados a glicoproteinas e em glicoconjugados associados a
lipidios. Esse carboidrato é usado como ligante por uma série agentes patogénicos para
colonizacao e infeccado do hospedeiro [362,363]. Ao submeter AgPb a cromatografia
em coluna de fetuina-agarose, obteve-se proteinas que se ligaram a resina e foram
eluidas com solucao de NaCl a 1M. A andlise dessa fracao ligante de fetuina em
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo lauril sulfato de sodio, ou seja, corrida
sob condicoes dissociantes (SDS-PAGE, do inglés, sodium dodecyl sulfate—
polyacrylamide gel electrophoresis) mostrou que o eluato continha uma proteina
principal de 60kDa (Figura 8A), a qual foi denominada proteina ligante de fetuina
(FBP, do inglés, fetuin-binding protein). FBP apresentou-se mais expressa na
linhagem patogénica Pb18, enquanto no isolado pouco virulento Pb265, foi vista uma
quantidade extremamente pequena dessa proteina (Figura 8B). BAT, tido como um
isolado com viruléncia intermediéria, apresentou um pouco menos de FBP que o
isolado Pb18. Nessa época, BAT era considerado um isolado de P. brasiliensis,
contudo, analises moleculares mostraram que, na verdade, esse era um isolado da
espécie P. restrepiensis [364,365]. Esses resultados sugeriram que havia uma
associacao entre a expressao de FBP e a viruléncia do fungo. Assim, a amostra de FBP
da linhagem Pb18 de P. brasiliensis foi usada como imunoterapéutico em infeccao

experimental com P. brasiliensis. Para garantir que uma forte resposta antiproteina
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fosse desenvolvida, os animais infectados foram tratados com a preparagao FBP (25ug)
emulsificada em CFA, usando-se grupos de animais controle injetados com apenas
CFA ou IFA, ambos emulsificados em PBS. Foi inesperado e, ao mesmo tempo, incrivel
verificar que o efeito benéfico de CFA, observado anteriormente [312], foi
completamente revertido com a emulsificacio de FBP em CFA (Figura 8C). Os

experimentos foram repetidos mais duas vezes, obtendo-se os mesmos resultados

[366,367].
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Figura 8. Fracao proteica de AgPb ligante de fetuina reverte o efeito benéfico do CFA na
infeccao experimental com P. brasiliensis. (A) AgPb que se ligaram a coluna de fetuina-agarose
e foram eluidos com de NaCl a 1M (raia FBP) foram reduzidos com 2-mercaptoetanol e submetidos a
SDS-PAGE a 12%. MM - raia contendo proteinas com massas moleculares conhecidas. Tais massas
estdo indicadas a esquerda da figura. (B) As seguintes amostras foram analisadas sob as mesmas
condicoes descritas em “A”. Antigenos somaticos do isolado Pb18 de P. brasiliensis (raia AgPb).
Preparacoes FBP obtidas dos isolados Pb18 (raia Pb18) e Pb265 (raia 265) e do isolado BAT de P.
restrepiensis (raia BAT). Os géis foram corados pelo método da prata. (C) Camundongos infectados i.v.
com 106 leveduras P. brasiliensis (Pb18) foram tratados no dia 20 p6s-infeccao com IFA, CFA ou CFA +
FBP. Apbs 30 dias do tratamento, analisou-se a quantidade de CFU por grama de pulmao. A linha
horizontal representa o nimero de CFU/g de tecido dos animais no dia do inicio do tratamento (21 dias
de infecc@o). As barras representam as médias + DP das CFU. * p < 0,05 em relacao as CFU dos demais
grupos e o CFU no inicio do tratamento.

Por ser surpreendente, quando um outro doutorando de nosso grupo comecou
a trabalhar com FBP, repetiu-se os experimentos de tratamento mais duas vezes e o
resultado ndao mudou, ou seja, a preparacao FBP revertia o efeito benéfico de CFA
[367]. Apesar de a preparacao FBP apresentar uma proteina principal de 60kDa, que
compode 68% de todas as proteinas da amostra, nao era possivel saber se essa molécula
era a responsavel pelo efeito observado. Assim, a banda de 60okDa foi separada em
SDS-PAGE, recortada do gel e digerida in situ com tripsina. Os fragmentos tripticos
foram eluidos do gel e submetidos a espectrometria de massa (MS) por meio da analise

em nano-LC-MS/MS unidimensional. Os dados obtidos dessa anéalise foram
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submetidos a pesquisa no servidor Mascot para identificar homologia desses peptideos
com sequéncias primarias de proteinas de Paracoccidioides depositadas nos bancos de
dados do The National Center for Biotechnology Information of National of the
United States National Library of Medicine (NCBI/NIH). Dos peptideos obtidos, 141
parearam com a sequéncia da proteina de estresse (Hsp, do inglés, heat shock protein)
de 60kDa de P. brasiliensis (PbHsp60) (nimero de acesso GenBank:
XP_010763632.1), resultando em uma cobertura de sequéncia de 43% [367] (Apéndice
2, artigo 4). Hsps sdo proteinas evolutivamente conservadas e que funcionam como
chaperonas moleculares, desempenhando papéis importantes na homeostase celular,
tais como dobramento, desdobramento e montagem de proteinas e prevencao da
agregacao e desnaturacdo de proteinas [368]. Além de suas funcées de manutencao
nas células em condicoes basais, as Hsps tém sua expressdo aumentada e sao
fundamentais para a sobrevivéncia celular sob estresse imposto por altas
temperaturas, toxinas e condicoes oxidativas [369]. Em fungos dimoérficos, incluindo
do género Paracoccidioides, a expressao de Hsps é aumentada durante a transicao de
conidios para leveduras [370—372], um evento que pode ser importante na patogénese
fangica quando os conidios atingem os pulmoes dos hospedeiros [371]. Em relacao a
Hsp60 de P. brasiliensis, foi mostrado que esta proteina é superexpressa durante a
transicdo morfologica [373] e é reconhecida por soros de pacientes com PCM
[374,375]. Apesar das Hsp60s, normalmente, ndo se comportarem como lectinas, é
descrito que uma Hsp60 tipica de E. coli, a GroEL, apresenta a capacidade de ligar a
fetuina [376], sugerindo que, nesse sentido, a PbHsp60 também apresenta tal
propriedade. Quando nosso grupo analisou a sequéncia da proteina in silico, o
modelamento da proteina gerou uma estrutura tridimensional de Hsp60 de alta de
confiabilidade (Figura 9), que exibe uma notavel semelhanca com os trés dominios do
monomero de GroEL — dominios equatorial, intermediario e apical [377].

A partir da determinacao de correspondéncia entre da FBP de 60kDa e
PbHsp60, o gene dessa proteina foi clonado de um amplicon gerado pela PCR do
transcrito reverso de RNAm (cDNA) de P. brasiliensis (Pb18) em um plasmideo de
expressao pET28a. Foi produzida proteina recombinante (rPbHsp60) contendo
etiqueta de histidina em E. coli Rosetta (DE3), que sao derivadas da linhagem BL21
(DE3) (Figura 10). A rPbHsp60 estava presente nos corpusculos de inclusao das
bactérias transformadas e induzidas, sendo solubilizada com ureia e isolada por

cromatografia de afinidade com resina contendo niquel imobilizado.



86

Figura 9. Estrutura tridimensional da Hsp60 de P. brasiliensis. O melhor modelo da estrutura
3D da proteina Hsp60 de P. brasiliensis da linhagem Pb18 obtido pelo programa Modellergv2, com base
no alinhamento com a proteina 1IWE3A. Em laranja estao as a-hélices e em lilas, as B-folhas.
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Figura 10. Analise da expressiao de rPbHsp60 em E. coli. Amostras de bactérias E. coli da
linhagem Rosetta (DE3) transformadas com pET28a-HSP60_PB18 foram induzidas ou nao com IPTG,
por 6 horas, a 37°C, e submetidas a SDS-PAGE a 12%. As raias 0,4, 0,8 e 1,2 indicam as concentracoes
em milimolar de IPTG usadas para induzir a expressao das proteinas recombinantes. O controle
negativo da inducao esta identificado como NI. O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue. As MM
(kDa) de marcadores da migracao proteica conhecidas estao marcadas a direita da figura.

Apdbs remocdo da ureia das preparacoes de rPbHsp60o por didlise, essas foram
empregadas para obtencao de anticorpos policlonais especificos em camundongos, os
quais foram usados para localizar a PbHsp60 em P. brasiliensis. A andlise da
micrografia obtida por microscopia imunoeletronica de transmissao revelou que além
da esperada localizacao citossolica de PbHsp60 em hifas e leveduras (Figura 11), essa

também estava localizada na parede celular das leveduras (Figura 11, painéis B e C).
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Figura 11. Localizacao subcelular de Hsp6o em P. brasiliensis por microscopia
imunoeletronica. (A-C) Leveduras e (D-F) hifas de P. brasiliensis foram cultivadas a 37°C e 25°C,
respectivamente, por 77 dias. As amostras foram fixadas e incubadas com (A e D) soro pré-imune ou (B,
C, E e F) anticorpo policlonal contra rPbHsp60. As setas mostram a PbHsp60 na parede celular (CW)
de P. brasiliensis. Barra de escala = 2um.

Ao se investigar a expressao relativa do RNAm para PbHsp60 em P. brasiliensis,
observou-se que em leveduras ha um aumento substancial nas quantidades relativas
do RNAm de Hsp60 em relacao as hifas e uma expressao intermediaria em formas
transicionais (Figura 12). Esses resultados foram interessantes porque mostram a
maior expressao de PbHsp60 na forma parasitaria do fungo, estando presente na
parede dessas leveduras, assemelhando-se ao que ocorre com a Hsp6o de H.
capsulatum (HcHsp60), que possui alta identidade com a PbHsp6o [374] e é
encontrada na superficie de leveduras [378]. Embora nao tenha sido avaliado a
interacdo de PbHsp60 com macréfagos, as similaridades entre essa e HcHsp60o
permitem supor que PbHsp60 na parede de P. brasiliensis também se liga a integrina

CD18/CD11b de macréfagos, como mostrado para H. capsulatum [378].
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Figura 12. Expressio diferencial do RNAm da HSP60 nas diferentes morfologias e fases
de transicido de P. brasiliensis. Microscopia 6ptica (A) de micélio, (B) da forma transicional
micélio-levedura, (C) da forma transicional levedura-micélio e (D) de levedura de P. brasiliensis. As
barras correspondem a 1oum. (E) Expressao diferencial do RNAm da Hsp60 nas diferentes morfologias
e fases de transicao realizada por qPCR. A abreviatura M refere-se a forma de micélio, representativa do
painel (A), M—L, micélio para levedura, representativa do painel (B), L, levedura, representativa do
painel (D) e L—M, levedura para micélio, representativa do painel (C). Os dados sdo expressos como
média + DP de cinco amostras por grupo. *P < 0,05 em comparacao com os grupos M e L—M.

A despeito dos resultados com a preparacao FBP terem mostrado que o
tratamento com essa amostra tinha um efeito negativo em camundongos infectados
com P. brasiliensis, a localizacdo da PbHsp60 na parede do fungo abriu uma
expectativa de que essa FBP recombinante pudesse ser importante na interacao
patogeno-hospedeiro. Por esse motivo, PbHsp60 continuava a ser um alvo potencial a
ser explorado do ponto de vista terapéutico, o que foi avaliado ao se tratar s.c.
camundongos, no dia 21 ap6s a infeccao i.v. com P. brasiliensis (Pb18), com 25ug da
preparacao purificada dessa proteina recombinante emulsificada em CFA. Como
controles foram usados animais infectados e tratados com IFA ou CFA emulsificado
em PBS. Aos 51 dias pos-infeccao, ou seja, 30 dias apos o tratamento dos camundongos
infectados, como esperado, observou-se que o tratamento com CFA diminuiu a carga
fangica em comparacao com IFA. A emulsao de rPbHsp60 em CFA, similarmente ao
que ocorria com FBP, aumentou significativamente a carga fingica nos trés érgaos
analisados, pulmao figado e baco, inclusive em relacao ao controle da infeccao, tratado
com IFA (Figura 13). Além disso, pode-se verificar que rPbHsp60 foi o tnico
tratamento que aumentou significativamente a carga fingica nos trés 6rgaos em
relacdo ao nimero de CFU obtida no dia do tratamento (dia 21 pés-infeccao) (Figura

13, linha tracejada).
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Figura 13. O tratamento de camundongos infectados com P. Brasiliensis com rPbHsp60
reverte a protetora exercida por CFA. Camundongos BALB/c foram infectados i.v. com 106
leveduras de P. brasiliensis (Pb18). Aos 21 dias pés-infeccao, os animais foram tratados com IFA
emulsificado em PBS, PBS em CFA (CFA) ou rPbHsp60 (rHsp60) emulsificado em CFA (rHsp60).
Trinta dias ap6s o tratamento, fragmentos do (A) pulmao, (B) figado e (C) baco dos animais foram
removidos e homogeneizados para anilise da quantidade de CFU/g de tecido. A linha tracejada
representa a quantidade de CFU/g de tecido aos 21 dias pos-infeccao. As barras representam médias +
DP das CFU/g de tecido. *P< 0,05 em relacdo aos demais grupos. **P< 0,05 em relacdo aos animais
tratados com PBS.

Corroborando esses dados de piora da infeccao induzida pelo tratamento com
rPbHsp60, a anélise histopatologica mostrou que camundongos injetados com
rPbHsp60 + CFA tiveram les6es teciduais mais pronunciadas do que camundongos
tratados com IFA ou CFA, ambos emulsificados em PBS (Figura 14A), uma observacgao
que foi atestada pela analise morfométrica de lesdes granulomatosas nos cortes de
pulmao, figado e baco dos animais infectados: as lesdes ocupavam areas até 50%

maiores (Figura 14B).
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Figura 14. rPbHsp60 reverte o efeito benéfico do CFA na PCM experimental. Camundongos
foram infectados como descrito legenda da figura 7 e tratados, no dia 21 po6s-infeccdo, com IFA
emulsificado em PBS (A), CFA emulsionado em PBS (B) ou rPbHsp60 emulsificado em CFA
(rPbHsp60 + CFA; 50ug) (C). Trinta dias apés o tratamento, os animais foram sometidos a eutanasia
e o pulmao, figado e baco dos animais foram emblocados em parafina. Se¢cbes de 5um desses 6rgaos
foram coradas com H&E e analisadas microscopicamente quanto as lesGes granulomatosas. O painel A
mostra imagens representativas capturadas do tecido pulmonar de camundongos de cada grupo
experimental. A extensao das lesoes inflamatorias (percentagem de area lesionada) foi feita com auxilio
do software Image J (painel B). As barras representam a média + DP das areas percentuais de lesdo. *P
< 0,05 em comparacio com o grupo PBS. **P < 0,05 em comparacio aos demais grupos. A barra de
escala das se¢bes pulmonares indica 1 mm.
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Em relacdo as citocinas, mostrou-se que em comparacido aos camundongos
tratados com CFA ou IFA, os pulmdes de camundongos tratados com rPbHsp60 ou
rPbHsp60 emulsificada em CFA apresentavam maiores concentracoes de todas as
citocinas avaliadas (Figura 15). Essas concentracoes aumentadas de citocinas pro-
inflamatorias (IL-17, TNF-a e IFN-y), provavelmente, agravaram a infeccao, levando a
inflamacao grave, dano tecidual do hospedeiro e formacao prejudicada de granulomas
[367]. Embora as citocinas anti-inflamatorias IL-10 e TGF- possam prevenir o dano
inflamatoério [379], parece que ambas guardam uma correlacio com a
imunossupressao observada na PCM [380]. Além disso, a producao desregulada de
citocinas pode ser um problema sério como observado em outras doencas, tal como na
sindrome do choque séptico [381]. Nessa sindrome, embora as citocinas anti-
inflamatoérias sejam produzidas para compensar os altos niveis de resposta
inflamatoria, elas podem ser prejudiciais, levando a anergia cutanea, reducao de
linfocitos, diminuicao da resposta de monocitos a estimulacao de citocinas, bem como

diminuigao de antigenos leucocitarios humanos em monocitos [382].
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Figura 15. Perfil de citocinas de camundongos infectados e tratados com rPbHsp60
emulsificada ou nao em CFA. O tratamento de camundongos infectados com P. brasiliensis com
rPbHsp60 emulsificada ou ndo em CFA aumenta a concentracio de todas as citocinas testadas.
Camundongos foram infectados como descrito legenda da figura 7 e tratados, no dia 21 pés-infeccao,
com PBS, PBS emulsionado em CFA (CFA), rPbHsp60 em PBS (rPbHsp60) ou emulsionado em CFA
(PbHsp60 + CFA). Os homogeneizados pulmonares obtidos desses camundongos no dia 30 ap6s o
tratamento foram analisados quanto as concentracoes de (A) IL-12, (B) IFN-y, (C) TNF-q, (D) IL-17, (E)
IL -4, (F) IL-10 e (G) TGF-B. Os dados sao expressos como a média + DP de cinco camundongos por
grupo obtidos de trés experimentos independentes; *P < 0,05 em comparagao com 0s outros grupos.
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Foi intrigante notar que nossos resultados divergiam daqueles provenientes de
outros estudos que avaliaram Hsps na PCM experimental. Quando Soares e
colaboradores [383] usaram rPbHsp60 como vacina (profilatica), obteve-se protecao
contra a infeccado por P. brasiliensis, com uma inducao de resposta imunologica
protetora, que resultou em carga fingica e taxa de mortalidade menores quando
comparadas aos grupos controles imunizados com albumina sérica bovina (BSA, do
inglés, bovine serum albumin). Esse estudo, a primeira vista, apresenta resultados
discrepantes quando comparados aos resultados do nosso grupo, descritos acima
[367]. No entanto, acreditamos que essa comparacao nao pode ser feita de um modo
direto devido as diferencas de protocolos. Primeiramente, pelo fato de as respostas as
vacinas profilaticas diferirem daquelas obtidas por vacinas terapéuticas [384], tal
como a que realizamos. Além disso, esses resultados de Soares e colaboradores (1)
foram obtidos com Hsp60 recombinante de P. lutzii, (2) em um protocolo de duas
imunizacoes (3) usando antigeno emulsificado em adjuvante Ribi (composto de MPLA
e dicorinomicolato de trealose em suspensdao agua-esqualeno-Tween 80), o que
contrasta com nosso protocolo onde os animais foram tratados com rPbHsp60
emulsificada em CFA em uma dnica dose [367]. A despeito das diferencas entre esses
dois tipos de protocolos, nao se pode desconsiderar a PbHsp60 como um alvo
terapéutico, ainda mais que Thomaz e colaboradores, em 2014, [385], usando uma
imunoterapia com mAb contra uma Hsp60 de H. capsulatum, conseguiram resultados
satisfatorios no tratamento da infeccao com P. lutzii em camundongos.

Pensando sobre nossos experimentos com PbHsp60, vislumbrou-se que outra
forma de entrega do antigeno e mais doses terapéuticas, ao invés e apenas uma unica,
poderiam impactar positivamente na resolucao da infec¢ao. Ao se fazer uma busca na
literatura, foi encontrado um estudo de Ribeiro e colaboradores (2010) [386], no qual
usaram uma formulacao contendo plasmideo que codifica in vivo a Hsp65 de M. leprae
(pVAX1-ML _HSP65) como terapia contra infeccdo i.v. experimental com P.
brasiliensis, vacina essa que mostrou um efeito excepcional quando usada de modo
profildtico e terapéutico em infeccio experimental com M. tuberculosis em
camundongos [387]. Ribeiro e colaboradores obtiveram bons resultados ao tratarem
camundongos BALB/c, 30 dias ap6s infeccao com P. brasiliensis, com quatro doses da
formulacdo de pVAX1-Ml HSP65, por via intramuscular (i.m.), em intervalos de 2

semanas, mostrando um aumento significativo de citocinas Th1 acompanhadas de
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reducao da carga faingica e da lesao pulmonar quando comparado a formulacao
controle (plasmideo vazio, sem inserto), 15 dias ap0s a terapia [386].

As vacinas de DNA sao muito interessantes por nao induzir imunidade antivetor
e, portanto, podem ser utilizadas em regimes de iniciacdo e reforco e com varios
produtos destinados ao mesmo paciente. Além disso, a confeccdo dessas vacinas
génicas é muito mais facil e rapida do que algumas outras plataformas alternativas de
vacinas, sendo bem toleradas e tendo um bom perfil de seguranca em investigacoes
clinicas humanas, sem problemas de seguranca, tal como integracio do DNA no
genoma do hospedeiro, tolerancia ao antigeno ou autoimunidade [388]. Aventando-se
que uma vacina de DNA poderia ser uma boa forma de entrega do antigeno in vivo,
realizou-se a construcao da vacina com clonagem do gene da PbHsp60 no vetor pVAX1
(pVAX1-Pb_HSP60). Para esses experimentos, os camundongos foram infectados via
intratraqueal (i.t.) para se aproximar um pouco mais da rota natural de infeccao, com
3 x 105leveduras. Quando camundongos infectados com P. brasiliensis foram tratados
com uma dose Unica de 10oug de pVAX1-Pb_HSP60, a construcao nao produziu
alteracao no quadro infeccioso quando comparado aos animais apenas infectados
(PBS) ou os tratados com plasmideo vazio, o que contrastou com a terapia com a

rPbHsp60 (Figura 16).
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Figura 16. A terapia de dose tinica com pVAX1-Pb_HSP60 em camundongos infectados
por P. brasiliensis ndo induziu alteracio na carga fingica. Camundongos BALB/c foram
infectados por via i.t. com 3 x 105 leveduras P. brasiliensis e ap6s 21 dias divididos em 5 grupos. Os
grupos de camundongos foram tratados com PBS ou vetor vazio (pVAX1) como controles, pVAXi1-
Pb_HSP60, pVAX1-Ml_HSP65 ou rPbHsp60. No dia 30 pds-tratamento, os camundongos foram
sacrificados, os pulmoes foram removidos e os fragmentos de tecido foram homogeneizados para
contagem de CFU. As barras representam a média + DP do ntimero de CFU/g de tecido pulmonar. *P <
0,05 em relacao aos grupos de controle PBS e pVAXa.

Esse foi um resultado interessante que mostrou que apesar da preparacao nao induzir

melhora no quadro infeccioso, também nao prejudicava como visto com a proteina
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recombinante. Essas diferencas podem ser decorrentes da forma na qual a proteina é
capturada pela célula, o que provavelmente levou a uma liberacao exacerbada de
citocinas, tais como IL-17, IL-6 e IL-10, o que nao foi visto com a vacina de DNA (dados
mostrados por Souza et al., 2019 [389]). Mais importante foi notar que a aplicacao
terapéutica da construcdo plasmidial em trés doses produziu diminuicdo de carga
fangica e de lesoes pulmonares quando comparada a apenas infectados ou tratados
com plasmideo vazio (Figura 17A e 17B, respectivamente). Essa forma de entrega de
antigeno com plasmideo causou uma significativa melhora no controle da infeccao e
permitiu questionar se o mesmo aconteceria com a proteina recombinante.
Inesperadamente, trés doses da proteina diminuiu a carga flngica e as lesdes em
comparacao aos controles (Figura 17A e 17B, respectivamente), mostrando que o
numero de doses influenciou a infeccao resultante [389]). O tratamento com VAXi1-
PbB_HSP60 aumentou as concentracoes de citocinas inflamatérias IL-6, bem como
IFN-y e IL-17 (Figura 17, painéis D, F e H), o que corrobora a no¢ao de que respostas
Th1 e TH17 tem papel importante no controle da infec¢do. Pelo fato das citocinas IL-6
e IL-17 estarem aumentadas em camundongos tratados com uma dose e trés doses, é
possivel que o efeito anti-inflamatoério de IL-10 possa ser crucial para o processo
infeccioso. Houve um aumento significante de IL-10 nos animais tratados com uma
dose quando comparado aos controles (resultados mostrados em Souza et al., 2019
[389], Apéndice, artigo 6), ocorrendo o contrario em camundongos tratados com trés
doses de rPbHsp60 quando comparado aos controles (Figura 17E). De fato, o efeito
antagonico de IL-10 a respostas com IFN-y e TNF tem sido bem documentado
[390,391] e sua acdo com TGF-B parece participar da evasao do fungo ao sistema
imunolodgico, sendo associada as formas graves da PCM [209,252,392]. O efeito
benéfico da preparacao pVAX1-Pb_HSP60 ficou ainda mais claro quando trés doses
dessa preparacao foram usadas para tratar um grupo de 10 animais que tinham sido
infectados por via i.t. com uma dose letal de 3 x 107 leveduras de P. brasiliensis.
Nenhum dos animais morreu durante o periodo analisado de 100 dias enquanto todos
os demais tratados com PBS ou pVAX1 sucumbiram até o dia 86 apds a infeccao

(Figura 18).
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Figura 17. Tratamento de camundongos infectados com P. brasiliensis com trés doses de
pPVAX1-Pb_HSP60 induz reducido da carga fangica pulmonar e das areas lesionadas,
aumento de citocinas inflamatdrias e diminuicao de IL-10. Camundongos BALB/c foram
infectados, como descrito na legenda da figura 15, e injetados no dia 21 pés-infeccao com PBS, pVAX1
(vetor vazio, sem inserto), pVAX1-Ml_HSP65, pVAX1-Pb_HSP60 ou rPbHsp60, em intervalo de 15 dias
entre cada tratamento. No dia 30 pds-tratamento, os animais foram submetidos a eutanasia e os
pulmoes foram removidos para (A) contagem de CFU/g de tecido, analise histopatolégica e (B)
quantificacao de lesdo e (C-H) dosagem de citocinas. A extensao das lesoes inflamatérias (percentagem
de 4rea lesionada) foi feita com auxilio do software Image J (painel B). As barras representam a média
+ DP do niimero de CFU/g de tecido pulmonar, area de lesdo e quantidade de citocinas. *P < 0,05 em
relacdo aos grupos de controle PBS e pVAXa.
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Figura 18. Tratamento de camundongos infectados com P. brasiliensis com trés doses de
PVAX1-Pb_HSP60 evita que os animais sucumbam a infeccio letal com P. brasiliensis.
Camundongos BALB/c foram infectados por via i.t. com 10puL de uma suspensio de 3 x 109 leveduras P.
brasiliensis por mililitro e tratados ap6s 21 dias com trés doses s.c. de PBS, vetor vazio (pVAX1) ou
pVAX1-Pb_HSP60, em intervalo de 15 dias entre cada tratamento. Os animais foram monitorados
diariamente por 100 dias de infeccao.

Na PCM, varias glicoproteinas de superficie de Paracoccidioides, incluindo
antigenos para diagnosticos podem ser alvos terapéuticos por meio de imunidade
passiva com anticorpos. Os mAbs contra gp43 [393], gp70 [394] e fosfastase acida de
75kDa de Paracoccioides spp. [395] e Hsp60 de H. capsulatum [385] mostraram-se
eficientes em diminuir a carga fangica de animais infectados com Paracoccidioides
spp. quando tratados com esses imunobiologicos. No caso da transferéncia passiva do
mAb contra gp70, além de diminuir a quantidade de fungos, os autores mostraram que
nao havia granulomas nos pulmoes e sugerem que a proteina no fungo facilitaria o
estabelecimento da micose e a progressao das lesoes na infeccao primaria [394]. Ja
para a fosfatase acida, o processo de imunizacao foi feito com leveduras previamente
opsonizadas com o mAb contra essa proteina. Quando comparados aos controles
injetados com PBS ou com mAb irrelevante, houve uma significativa reducao de CFUs
nos animais que foram submetidos a transferéncia passiva com o mAb antifosfatase
acida trés dias antes da infec¢ao ou sete dias apos a infecgcao. Os autores relatam que a
analise histopatolégica revelou pouca inflamacao nos pulmoées, nao sendo possivel
detectar granulomas e fungos nesse 6rgao. Nao se observou diferenca significativa na
carga fingica em relagao aos controles quando os animais foram tratados 15 dias apés
a infeccao [395].

Diferente dos trabalhos acima, Thomaz e colaboradores, em 2014, [385],
usaram mAb contra uma Hsp60 de outra espécie de fungo, H. capsulatum, como

imunoterapia e conseguiram resultados satisfatorios no tratamento de camundongos
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infectados com P. [utzii. Essa estratégia se mostrou muito interessante, uma vez que
mAbs dirigidos para moléculas originadas de genes ortélogos, ou seja, proteinas com
alta similaridade que estdo presentes na superficie de diferentes fungos que causam
micoses profundas, poderiam ser uma terapia com um espectro de atuacdo mais
abrangente. Esse método de tratamento também tem sido proposto para a Hspgo,
presentes na superficie do fungo, sendo mostrado que ha a opsonizacao de
Paracoccidioides spp. via anticorpos contra essas Hsp, facilitando a fagocitose via
macrofagos [396].

A imunizacdo passiva com anticorpos também tem sido avaliada em relagdo a
antigenos lipidicos. Em um estudo, foram usados anticorpos policlonais contra
glicolipideos purificados a partir do extrato lipidico bruto de P. brasiliensis em
esquemas de tratamento profilatico e terapéutico. Nesse ultimo, os animais foram
infectados i.t. e tratados por via intraperitoneal (i.p.), 30 dias apoés a infeccao, com 1
mg do anticorpo. Nos tempos de 15 e 30 dias pos-terapia, os camundongos tratados
com anticorpos antiglicolipideos tiveram uma diminuiciao significativa da carga
fangica pulmonar quando comparados aos controles que receberam anticorpos
policlonais controle contra BSA. Com relacao as citocinas, 30 dias apos a terapia, os
animais tratados com anticorpos antiglicolipideo apresentaram maiores concentracoes
de IFN-y, IL-12 e IL-4 quando comparado ao grupo tratado com anticorpos policlonais
controle contra BSA. Nao houve diferenca significativa para outras citocinas testadas
como TNF e IL-10. Quando os animais foram analisados 15 dias ap6s o tratamento, as
concentracoes de todas as citocinas testadas nao foram significativamente diferentes.
Esse trabalho mostrou possibilidades de que a imunoterapia pela transferéncia passiva
de anticorpos pode ter alvos nao proteicos da superficie das leveduras das espécies de
Paracoccidioides [397].

Apesar da grande variedade de proteinas que existem nos fungos das espécies
de Paracoccidioides [398—401], que incluem antigenos para diagnéstico [402], a
pesquisa do uso terapéutico dessas moléculas na PCM é, de certa forma, um campo
ainda pouco explorado, tanto em relacao a quantidade de estudos quanto a essa grande
complexidade antigénica desses micro-organismos. Das proteinas de Paracoccidioides
spp. usadas como vacina terapéutica, além daquelas que se associam a glicanas ou a
glicoproteinas (descritas acima), vale mencionar as proteinas Pb27 e Pb40. Fernandes
e colaboradores, em 2011 [403,404], mostraram que essas duas proteinas, na forma de

recombinantes heterélogas, produziram resultados promissores em camundongos
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infectados i.t. com P. brasiliensis quando usadas conjuntamente em uma preparacao
unica associada ao adjuvante alimen. A preparacdo foi administrada s.c. em
camundongos, 30 dias ap0s infeccao, com quatro doses da formulacao, em intervalos
de 2 semanas. Apresentou-se com alta eficacia de protecao contra a infec¢ao, nao sendo
detectados fungos nos pulmoes, figado e baco, preservando a estrutura tecidual dos
referidos 6rgaos. Ademais, essa terapia levou a inducao de altas concentracoes de IFN-
vy e TNF e pequena quantidade de IL-10 e TGF-B quando comparadas as observadas
em camundongos apenas infectados [403,404].

Nosso grupo também tem buscado por antigenos de P. brasiliensis
potencialmente promissores para o tratamento da PCM. Dois desses antigenos foram
descobertos quando buscamos substituir a producao de exoantigenos (ExoAg) do
sobrenadante de culturas de P. brasiliensis — do meio complexo NGTA para o meio
minimo essencial de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, do inglés, Dulbecco's
Modified Eagle) ou Ham’s F12, desenvolvido por Ham, em 1965 [405]. Isso ocorreu
porque era muito notavel a diferenca entre as proteinas dos sobrenadantes desses
cultivos, isto é, leveduras de P. brasiliensis cultivadas em meio sintético liberavam
Exo0Ag de forma menos variada [406,407] do que os detectados em meio complexo
NGTA [402]. A anadlise eletroforética da amostra de ExoAg obtidos de culturas de P.
brasiliensis em meio liquido DMEM ou Ham’s F12 revelou trés bandas, uma principal
de aproximadamente 60kDa e duas menos proeminentes de 85 e 9gokDa (Figura 19).
As trés bandas foram digeridas in situ com tripsina e seus fragmentos tripticos foram
extraidos do gel e analisados por espectrometria de massa (analise unidimensional por
nano-LC-MS/MS). A identificacdo das proteinas foi feita a partir da procura por
similaridade como os dados de espectrometria de massa no servidor Mascot
(https://www.matrixscience.com/server.html) carregado com as sequéncias de
proteinas de Paracoccidioides spp. (banco de dados do NCBI/NIH). Foi determinado
que a banda de 60kDa correspondia a diidrolipoil desidrogenase (DLD) de
Paracoccidioides (PADG_06494.1 dihydrolipoyl dehydrogenase) [406]. Essa enzima
¢ encontrada nas mitocondrias como uma subunidade do complexo piruvato
desidrogenase. Esse complexo é responsavel pela conversao de piruvato em acetil
coenzima A, o qual é um substrato fundamental para o ciclo do acido citrico, ou seja,
para a geracao de energia pela respiracao aerobica [408]. A DLD tem massa molecular
predita de aproximadamente 55kDa, o que estd muito proximo dos 60kDa

determinado por SDS-PAGE (Figura 19), supostamente havendo modificagcoes pos-
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traducionais que explicariam essa pequena diferenca entre a massa encontrada e a
massa predita. Ja as proteinas de 85 e gokDa foram identificadas como parte de uma
a-manosidase (AMS) de Paracoccidioides (PADG_04148.1 alpha-mannosidase).
Sugere-se que as proteinas 85 e 9okDa encontradas no sobrenadante de cultura
(Figura 19) sejam, na verdade, produtos de clivagem da AMS, uma vez que essa

proteina apresenta massa molecular predita de aproximadamente 124kDa [407].

AMS
B MGGTSKLPPITTYPALVHRPVGQQIRSIYKDRLRQFTDGGQYSG

HNLVAKYYEATNDDEQHVKLSVYS PPNLARPSFKEAVSNEFKPT
KIGESFGPSWSTHWFKIQLIVPQDMLKKERLEFHWDANNEGMVW
TADGKPLQGLTGGGDRVEWI LPDSFRDGKEHI FY TEMACNGMFG
NAPGGDSIQPPSPNNFYQLKMARITAVNLQARALYYDFWMIGDA
AREFPSDSWHSHEAQQVANAIIDTFIEGDGSQESIIKGRKIAQQ
YLGDKVDSDAVYKTDKQPVVYAIGHCHIDTCWLWPWAETRRKVA
RSWSNQCNLMDRYPEHREFVCSQAQQFKWLEQDYPYVFDRVKSWV
KKGSFTPIGGSWVEHDTNMPSGESLVRQFIYGQRFFESHFGERC
TTFWLPDTFGYSSQI PQLCRLAGMSRFFTQKLSWNNINNFPHTT
FNWVALDGSQVLCHMAPSETYTADAHFGDVRRSVTQHKSMDQDN
TSLLVFGKGDGGGGPTFEHLEKLRRLRGMSDKGELLPRVTIMGSS
VDDFFEQLEAKAAKGTEFVTWYGELYFELHRGTYTTQAKNKLNN
RKSEFALRDLELLATLASLKDSNYKYPKKDIDDMWEGVLLCQFH
DCLPGSSIEMCYDDSDKVYAQIFKTASKRREEALQALGFGTQGS
SIEHRLVAINTLPWHRSEIVKMFDFPNSSAPPRYALAQGHMGIV
NIQPLTSTHENSVSLVQTKPGTYRISNPKLSIEVSNGLITSLVD
LKEKREIIPKGSKANQLVIFDDKPIYWQAWDVEVYHLDSRKELT
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Figura 19. ExoAg da cultura de levedura P. brasiliensis em meio sintético HAM’s F12. (A)
Uma amostra de ExoAg do sobrenadante da cultura de P. brasiliensis (Pb18) foi submetida a SDS-PAGE
a 10%. MM — Proteinas com massas moleculares conhecidas, descritas a esquerda da figura em kDa,
foram usadas como marcadores de migracao eletroforética. O gel foi corado com azul de Coomassie. As
setas indicam bandas com massa de 60, 85 e 9okDa, que foram submetidas ao sequenciamento de
aminoacidos por espectrometria de massa. (B) Sequéncia de amino4cidos da AMS de P. brasiliensis e
seus dominios conservados. (C) Sequéncia de aminoacidos da DLD e seus dominios conservados. A
deteccdo dos dominios contido nessas proteinas foi feita a partir do banco de dados de dominios
conservados [CDD] do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/) e o arranjo de dominios no website
Pfam (https://pfam.xfam.org).

Em eucariotos existe uma alta diversidade de proteinas glicosiladas com

oligossacarideos N-ligados, incluindo enzimas intracelulares e extracelulares,
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receptores de superficie, proteinas secretadas, horménios, imunoglobulinas, bem
como proteinas de patégenos que usam a via secretora celular, tal como os virus
[409,410]. As estruturas de oligossacarideos podem influenciar bioatividade dos
polipeptideos no qual estao covalentemente ligados, assim como seus dobramento,
suas localiza¢oes e imunogenicidade [411]. Podem também definir as caracteristicas de
adesdo a outros glicoconjugados, outras proteinas, complexos macromoleculares e
células [412]. As estruturas oligossacaridicas N-ligadas a proteinas contém o-D-
manopiranosideos como elemento padrao, ocorrendo a maturacao dessas estruturas
pela acdo de manosiltransferases e a-manosidases. As a-manosidases catalisam a
hidroélise de residuos terminais nao redutores desses a-D-manopiranosideos e quando
estdo envolvidas na maturacao de oligossacarideos associados a glicoproteinas, sao
agrupadas e denominadas como classe 1, pertencente a familia das glicosil hidrolases
(GH) 47. Geralmente, essa classe de enzimas é composta de a-1,2-manosidases de
mamiferos e de leveduras que participam da remocao e de residuos ligados a N-
glicanas associados a glicoproteinas e remodelamento desses oligossacarideos N-
ligados, sendo comum a organelas da via secretora [413].

As a-manosidases de classe 2, pertencente a familia GH38, sao associadas a
catalise da degradacao desses oligossacarideos de glicoproteinas [414—416] e, de forma
geral, tendem a ser mais heterogénea, com membros menos especificos, incluindo
proteinas distribuidas por organelas, tais como o complexo de Golgi, lisossomos e em
citosol/reticulo endoplasmaético, as quais removem residuos de D-manose unidos em
ligacoes a-1,2, a-1,3 [413,417,418]. Todas as manosidases de classe 2 contém uma
regiao com sequéncia conservada relativamente restrita, correspondente aos residuos
de aminoacidos do dominio catalitico na estrutura de processamento [419]. As enzimas
desta classe sdo relativamente grandes, em geral, com massa molecular entre 110 e
135kDa, podendo exigir ou nao cation(s) divalente(s) para a atividade catalitica [417].

Diversos fungos filamentosos secretam manosidases no meio extracelular,
como Aspergillus spp. [420—422] e Penicillium citrinum [423] e Trichoderma reesei
[424]. Entretanto, nao esta elucidada a participacao dessas enzimas no processamento
extracelular de glicanas. Com relacao a relevancia biologica dessas enzimas na
patogénese fungica, Mora-Montes e colaboradores, em 2007 [425], mostraram que o
processamento de oligossacarideos N-ligados a glicoproteinas por essas enzimas é
essencial para a interacao fungo-hospedeiro, uma vez que os mutantes dos genes de

glicosidases de C. albicans, incluindo as a-manosidases, apresentaram numerosos
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defeitos na parede celular e diminui¢ao da viruléncia.

As caracteristicas estruturais de AMS por nos identificada no sobrenadante de
cultura de P. brasiliensis e o fato dessa molécula ser secretada possibilita sua
caracterizacao como uma a-manosidase de classe 2 (familia GH38). Corroboram essas
informacdes, a sua alta similaridade com a-manosidases dessa classe encontradas nos
fungos A. nidulans (71% de identidade) e S. cerevisiae (AMS1, a-manosidase vacuolar,
46% de identidade). Se somam a isso outras analises in silico feitas por Corréa e
colaboradores, em 2022 [406] (Apéndice 2, artigo 7), as quais sugerem que AMS de
Paracoccidioides é uma o-manosidase vacuolar de classe 2. Quando estudada
bioquimicamente, foi mostrado que a AMS apresentou atividade enzimatica 6tima no
pH 5,6, a temperatura de 45°C e com uma concentracao de 3mM do substrato p-NP-
a-D-manopiranosideo (dados mostrados por Corréa et al., 2022 [407]).

Além da descoberta e da caracterizacao da atividade da AMS nos sobrenadantes
das culturas de P. brasiliensis, investigou-se expressao génica diferencial entre hifas e
leveduras de fungos cultivados em diferentes meios e, principalmente, em isolados
fangicos com diferentes graus de viruléncia. Para tanto, foram avaliadas leveduras e
hifas de P. brasiliensis da linhagem virulenta Pb18 e da pouco virulenta Pb265, além
do isolado de viruléncia intermediaria 339 de P. restrepiensis (conhecido
anteriormente como Pb339). Pelo fato de a atividade enzimatica ter sido determinada
em culturas de 15 dias, utilizou-se esse mesmo tempo analise da expressao do gene da
AMS em Paracoccidioides. Como mostrado na figura 20, a expressao foi maior em
leveduras do que em micélio nos trés isolados que foram cultivados no meio sintético
Ham’s F12. Por outro lado, quando isolados foram cultivados em meios complexos,
YPD e Fava Netto, observou-se um aumento significativo da expressao génica apenas
em leveduras do isolado virulento Pb18, ou seja, nao houve diferenca significativa na
expressao do gene da AMS em leveduras e hifas dos isolados com viruléncias baixa
(Pb265 de P. brasiliensis) e intermediaria (339 de P. restrepiensis) cultivados em

meios complexos [407].
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Figura 20. Quantificacao relativa normalizada dos niveis transcricionais do gene da AMS
de Paracoccidioides spp. Os RNAm totais foram extraidos de hifas e leveduras de P. brasiliensis do
isolados Pb18 e Pb265 e de P. restrepiensis (isolado 339) cultivados em meio Ham's F12, YPD ou Fava-
Netto. Apods a sintese do cDNA, a amplificacdo do alvo especifico foi realizada por qPCR. O asterisco
indica p < 0,05 em comparacao com a expressao micelial dos respectivos isolados. O gene da B-actina
foi utilizado como gene de referéncia e controle endégeno para normalizar a expressao relativa da AMS.
Esses resultados acima mostram que parece haver uma correlacao positiva
entre expressao de AMS e viruléncia. Isso € interessante porque a privagao nutricional
que ocorre quando os fungos sao cultivados em meio sintético, tal como o Ham’s F12,
pode se assemelhar ao que esses enfrentariam no hospedeiro ap6s serem fagocitados
por macrofagos. Portanto, se AMS ¢é significativamente mais expressa em leveduras e
secretada como um ExoAg de P. brasiliensis cultivado sob condicoes de estresse, essa
proteina poderia ser liberada nos tecidos do hospedeiro e constituir uma molécula
importante para a infeccdo por Paracoccidioides spp. Experimentos de analise
protedmica apontam uma regulacido positiva do gene dessa AMS em leveduras
recuperadas de macrofagos nao tratados com IFN-y juntamente com os genes de
outras proteinas envolvidas com os processos de N-glicosilacio e remodelamento
[200], mostrando que AMS pode participar de um processo de adaptacao as condicoes
hostis imposta pelas células hospedeiras. AMS também tem sido encontrada em
vesiculas extracelulares liberadas por Paracoccioides spp., podendo ter uma ac¢ao
sobre o sistema imunol6gico, embora ainda nao se tenha consenso se essas vesiculas
protegem ou aumentam a infeccao no hospedeiro [426—430]. Atualmente, nosso grupo
esta conduzindo experimentos para caracterizacao funcional da AMS de P. brasiliensis
e uma investigacao dos seus efeitos como alvo terapéuticos na PCM experimental.
Nossos resultados de imunoterapia com MPLA, descritos acima, mostraram que
esse adjuvante pode induzir protecio. Embora MPLA nao seja considerado um
imuno6geno, provavelmente, essa molécula derivada do LPS induz um direcionamento
de resposta protetora na infeccao por Paracoccidioides. Assim, nosso grupo buscou

determinar qual(is) antigeno(s) das preparacoes de AgPb e de ExoAg poderiam ser alvo
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dessa resposta protetora na terapia com MPLA. Para isso, separou-se por SDS-PAGE
as fracOes antigénicas de P. brasiliensis, AgPb e ExoAg, transferindo-se as bandas
proteicas para membranas de PVDF. As membranas foram recortadas em trés partes
de acordo as bandas proteicas visualizadas pela coloracao com Ponceau S (Figura 21A).
Cada membrana contendo uma das trés fracoes de cada preparacao foram adicionadas
a placas de cultura de 24 pocos, seguido pela incubacao com células da linhagem
macrofagica J774, por 24 horas, a fim de obter-se processamento e apresentacao
desses antigenos. Apos esse periodo, foram adicionadas células esplénicas dos animais
infectados e protegidos pelo tratamento com MPLA, possibilitando a deteccao dos
antigenos que geram resposta proliferativa de linfécitos T, o que foi determinado pela
positividade para CD3 e Ki67. Como pode ser observado na figura 21B, quando foram
usadas as preparacoes antigénicas totais, somente AgPb induziu uma porcentagem
significativa de proliferacao de linf6citos quando comparado ao controle. No entanto,
quando se avaliou os antigenos separados nas membranas de PVDF, observa-se uma
proliferacao de linfocitos T excepcional com a fracdo 2 da preparagdo de ExoAg.
Importante mencionar que esta taxa de proliferacao ficou préxima aquela obtida com
o controle positivo, a lectina concanavalina (ConA), que ¢ forte indutora de mitose em
linfocitos T murinos (Figura 21B).

A fracao 2 do ExoAg apresenta a proteina de aproximadamente 60kDa, a qual
foi a detectada como a mais expressa dessa preparacao e identificada anteriormente
como a DLD de Paracoccidiodes (Figura 19). Pelo fato dessa banda induzir maior
porcentagem de proliferacao de linfocitos T isolados do baco de animais infectados e
tratados com MPLA e ser a mais proeminente das proteinas do ExoAg, passou-se a
considera-la como um alvo potencial para imunoterapia. Embora nao sejam detectadas
outras bandas nessa fracao recortada da membrana de PVDF, é conhecido que essa
faixa de massa molecular pode abrigar outras proteinas. Assim, nao foi desconsiderado
que o efeito pudesse ser de outras moléculas, haja vista que a banda poderia ser
composta de mais de uma proteina. Por esse motivo, o gene da DLD de P. brasiliensis
foi clonado e a proteina recombinante (DLDr) expressa para se determinar se era a
molécula responsavel pela resposta proliferativa e se poderia ser um potencial

imunoterapico a ser usado no tratamento da PCM.
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Figura 21. Ensaio de proliferaciao de células esplénicas de animais injetados com MPLA
induzida por AgPb e ExoAg de P. brasiliensis. (A) AgPb e ExoAg de leveduras de P. brasiliensis
foram separados em SDS-PAGE a 12% e transferidos para a membrana de PVDF, as quais foram coradas
com Ponceau S. As membranas foram recortadas e trés partes, como indicado na 32 raia das duas
membranas. (B e C) As células do baco isoladas de animais infectados e tratados com MPLA, mortos 9
dias apo6s o tratamento, foram cocultivadas com macréfagos de linhagem J774 previamente estimulados
com as membranas recortadas, como escrito acima, ou ConA (2ug/mL), como controle positivo. Células
nao estimuladas foram usadas como controle negativo (C). Tot — antigeno total. F1 a F3 — fracoes
recortadas conforme mostrado no painel A. Ap6s 48 horas de cultivo as células foram marcadas com
anticorpos contra CD3 APC-Cy7 e Ki67 FITC e analisadas por citometria de fluxo. A porcentagem de
células que proliferaram foi pela medida de fluorescéncia de células analisadas por tamanho e
granularidade no histograma, dentro da gate de células mononucleares. (B) As barras representam
valores da média + DP dos resultados de cada grupo, os quais foram obtidos por analise dos (C) dot
blots, no quadrante onde as células eram duplo-positivas para CD3 APC-Cy7 e Ki67 FITC. *P < 0.05 em
relacdo ao grupo controle.

Inicialmente, a DLDr foi usada para producdo de anticorpos policlonais
especificos, a fim de imunolocalizar essa proteina em P. brasiliensis. Analises das
micrografias obtidas por microscopia eletronica de fungos incubados com anticorpos
contra DLDr e anticorpos contra IgG de camundongos conjugados com ouro revelaram
que a DLD estava localizada na parede celular, nas mitocondrias e no citoplasma do

fungo (Figura 22) [406].
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Figura 22. Localizacao de Pb18_DIld em células de micélios e leveduras de P. brasiliensis,
visualizada por microscopia imunoeletronica. (A e B) Hifa e (C e D) levedura de P. brasiliensis
foram marcadas com anticorpo policlonal primario contra DLD (B e D) ou soro de animais pré-imunes
(A e C) e anticorpo secundario conjugado com ouro coloidal. A marcacdo de DLD foi analisada por
microscopia eletronica. As barras correspondem a 2um. A identificacao C correspondem ao citoplasma
enquanto CW a parede celular. As setas indicam mitocondrias.

Além da localizacao subcelular, determinou-se a expressao diferencial do gene
da DLD em micélio, leveduras e nas transicoes morfologicas de hifa para levedura ou
levedura para hifa (Figura 23). Uma aliquota do cultivo de cada morfétipo fingico foi
corada com Calcofluor white imediatamente antes da extracdo do RNAm para anéalise
por microscopia Optica, confirmando as diferentes morfologias das quais o RNA total
foi extraido (Figura 23A). Como mostrado na figura 23B, as mensagens para a DLD
foram mais expressas quando o fungo estava na sua forma parasitaria, levedura, com
diminuicao nas fases de transi¢ao e baixa expressao na forma saprofitica e infectante,

miceliana [406].
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Figura 23. Andlise da expressido diferencial de RNAm DLD em micélio e levedura e nas
formas de transicido de P. brasiliensis. (A) A fim de marcar as células fangicas imediatamente
antes da extracdo do RNAm, incubou-se uma aliquota das culturas contendo micélio, levedura e as
formas de transicao (micélio-levedura e levedura-micélio) de P. brasiliensis, descritas nas imagens de
microscopia Optica da figura, com Calcofluor White Stain a 1img/mL, por 1 hora. As imagens foram
analisadas a 395/420nm em microscopio de fluorescéncia, com uma lente ocular de 10x e objetiva de
100x. (B) O RNA total de P. brasiliensis cultivado nas diversas formas indicadas na figura foi extraido
para transcri¢ao reversa (RT). Os cDNA obtidos pela RT foram usados para quantificacdo da expressao
relativa do gene de DLD por PCR em tempo real. Expressao relativa normalizada refere-se a comparacao
dos transcritos de DLD com os transcritos dos genes de referéncia a-tubulina e B-actina de P.
brasiliensis. O grafico representa valores da média + DP dos resultados de cada grupo em triplicata. *P
< 0.05 em relagio aos demais grupos.

Um resultado muito interessante foi obtido quando os macréfagos foram
estimulados com DLDr, uma vez que essas células tiveram um aumento na taxa de
fagocitose e de atividade microbicida de P. brasiliensis em comparacao com as células
nao estimuladas (dados mostrados por Landgraf et al., 2017 [406]). Isso pode ser
relevante, desde que a DLD tem sido descrita, em uma analise proteémica, como um
ExoAg comum entre as espécies P. americana, P. brasiliensis e P. restrepiensis [431],
podendo ser sugerido que sua liberacdo no hospedeiro poderia fazer parte das
moléculas que sao importantes para interacao fungo-hospedeiro. Além disso, DLD foi
identificada em uma analise proteémica de moléculas secretadas por Cryptococcus
spp., sendo sugerido pelos autores que a secrecao dessas moléculas pode estar
relacionada a viruléncia desses fungos [432].

Essa investigacao estd em andamento, e os resultados apresentados a partir
deste ponto ainda nao foram publicados e sdo bastante promissores. Para investigacao
da DLD como a responsavel pelo efeito proliferativo em linfécitos T murinos

desencadeados pela fracao 2 de ExoAg, visto na figura 21, estimulou-se macréfagos da
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linhagem J774 com DLDr ou gp43 recombinante (rgp43), como controle, incubando-
se essas células com células esplénicas nao aderentes de camundongos infectados com
P. brasiliensis e tratados com MPLA. Como pode ser observado na figura 24, DLDr
induziu proliferacao significativa de linfocitos T, visto pela marcacdo com Ki67,
quando comparado ao grupo controle. Em contraste, a proliferacao induzida por rgp43
nao diferiu significativamente do controle [317]. A resposta proliferativa de DLDr nao
foi tao robusta quanto da fracao F2 dos ExoAg (Figura 21B), podendo existir outra(s)

molécula(s) nessa fracao que também induz(em) proliferacao de células T.
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Figura 24. Ensaio de proliferacio induzida por proteinas recombinantes de P.
brasiliensis — DLD e gp43. Células esplénicas nao aderentes (10¢) de animais infectados e tratados
com MPLA foram cocultivadas com macr6fagos de linhagem J774 (3 x 105) previamente estimulados
com as proteinas recombinantes gp43 ou DLD ou com ConA (2ug/mL), um ativador policlonal de
linfécitos T. Células nao estimuladas foram usadas como controle negativo (controle). Apds 48 horas de
cultivo, as células foram marcadas com anticorpos contra CD3-APC-Cy7 e Ki67 FITC e analisadas por
citometria de fluxo. A porcentagem de células que proliferaram foi determinada por tamanho e
granularidade no histograma, dentro da gate de linfocitos. O grafico representa valores da média + DP
dos resultados de cada grupo. *P < 0.05 em relagio ao grupo controle. Ao contrario de gp43, DLDr induz
proliferacao de linfocitos T esplénico de animais infectados e tratados com MPLA.

Com esses resultados sugestivos de que DLD induz resposta imunologica que

pode ser protetora, avaliou-se se a administracdo terapéutica dessa molécula
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recombinante poderia alterar o curso da PCM experimental. Desse modo,
camundongos foram infectados i.t. com 3 x 105 leveduras de P. brasiliensis (Pb18),
sendo usados para realizacao de dois experimentos compostos de trés grupos cada.
Todos os animais foram tratados no dia 20 ap6s a infeccao. No primeiro experimento,
os camundongos receberam PBS (controle), DLD (10pug em PBS) ou MPLA+DLD (10ug
de proteina emulsificada em 20pug de MPLA). J& no segundo experimento, foram
tratados com PBS (controle), ExoAg do isolado de P. brasiliensis cultivados em meio
Ham’s F12 (20pg em PBS) ou MPLA+Ex0Ag (20ug de ExoAg emulsificado em 20ug de
MPLA). Todos os animais foram submetidos a eutanasia apos 30 dias dos tratamentos
(50 dias apos a infeccao). Surpreendentemente, no primeiro experimento, observou-
se que a administracdo terapéutica de DLDr em animais previamente infectados
diminuiu significativamente o nimero de UFC no pulmdo desses animais em
compara¢ao com o controle. De modo interessante, a administracdo da proteina
associada ao adjuvante nao alterava significativamente a carga fingica quando
comparado a proteina recombinante administrada sozinha (Figura 25A). No segundo
experimento feito em paralelo, nao houve diferenca na reducao da carga fingica dos
animais tratados com ExoAg em PBS ou emulsificado em MPLA em relacao ao controle
(Figura 25B).

Quando foi feita a analise das laminas dos pulmoes dos animais que receberam
os tratamentos com DLDr emulsificada ou ndo com MPLA, notou-se que que a
arquitetura pulmonar estava mais preservada, os granulomas estavam em pequeno
numero, sendo compactos e bem-organizados. Em contraste e como esperado,
numerosos granulomas difusos foram observados no grupo controle (Figura 25C).
Quando os experimentos foram realizados com ExoAg ao invés DLDr, o
comprometimento pulmonar dos animais tratados com a preparacao total de ExoAg
nao difere muito do controle de infeccao, mesmo quando essa preparacao foi associada

ao adjuvante MPLA (Figura 25D).
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Figura 25. Camundongos infectados com P. brasiliensis e tratados com DLDr tem
reducao significativa na carga fiingica. Camundongos infectados i.t. com 3 x 105 leveduras de P.
brasiliensis (Pb18) foram usados para realizagio de dois experimentos, compostos de trés grupos cada.
No primeiro experimento (A e C), os animas foram tratados no dia 20 apés a infeccdo com PBS
(controle), DId (10pug em PBS) ou MPLA+DLD (10ug de proteina emulsificada em 20ug de MPLA)
enquanto no segundo (B e D), os animais foram tratados com PBS (controle), ExoAg do isolado de P.
brasiliensis (20ug em PBS) ou MPLA+Ex0Ag (20ug de ExoAg emulsificado em 20ug de MPLA). Os
animais foram submetidos a eutanasia apés 30 dias dos tratamentos (50 dias ap6s a infec¢do) e os
pulmoes removidos e processados para (A e B) quantificacdo de CFU/g de tecido (apés serem
homogeneizados) e (C e D) andlises histoldgicas. (A e B) No grafico, as barras representam a média + o
DP dos resultados de cada grupo. *P < 0,05 em relacao ao controle. (C e D) Para a histologia, as laminas
foram coradas com HE. As imagens foram capturadas e digitalizadas pelo programa ImageJ Pro. A
escala dos cortes esta identificada pela barra a esquerda da figura e corresponde a 1imm.

Ao se analisar o perfil de citocinas induzidos pelo tratamento com a DLDr,
emulsificada ou ndo em adjuvante, observou-se uma diminuicio significativa das
citocinas IL-2, IL-6, IL-17, IL-10 e IL-4 (Figura 26, painéis A, D, E, F e G,
respectivamente) para os animais infectados que receberam os tratamentos quando
comparados ao grupo controle. Ja a producao de IFN-y e TNF (figura 26, painéis B e
C, respectivamente) nao foi significativamente diferente do controle. Assim, observa-
se baixa producao das citocinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-10 e das inflamatorias IL-
6 e IL-17, em comparacgao aos animais que nao receberam tratamento. A producao de
IFN-y e TNF ainda que induzidas (Figura 26, painéis B e C), nao foram significativas
em relacdo ao controle no periodo avaliado. Sugere-se, assim, que a administracao da
proteina possa modular a resposta por uma cinética de producdo de citocinas
diferentes daquelas induzidas pelo adjuvante sozinho. Embora nao tenhamos feito a

deteccao de citocinas em tempos menores de estimulacdo com a proteina, é possivel
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que o pico dessas citocinas ocorra alguns dias apoés a estimulacdo, sendo que tal

resposta poderia estar em declinio no tempo avaliado — 30 dias apds o tratamento.
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Figura 26. Perfil de citocinas pulmonares de camundongos BALB/c infectados com P.
brasiliensis e tratados terapeuticamente com DLD emulsificado ou nio em MPLA.
Camundongos BALB/c infectados com P. brasiliensis foram tratados com PBS (Controle), 10ug de
DLDr emulsificada em 20ug de MPLA (MPLA DId) ou somente 10ug da proteina em PBS (DId) no dia
20 apo6s a infecgdo. As citocinas nos homogeneizados pulmonares foram analisadas 30 dias ap6s o
tratamento, ou seja, 50 dias ap6s a infecgdo, a fim de determinar a concentragao de (A) IL-2, (B) IFN-y,
(C) TNF, (D) IL-6, (E) IL-17, (F) IL-10 e (G) IL-4. As amostras representam a média + DP dos resultados
de cada grupo. *P < 0.05 em relacao aos demais grupos.

Em conjunto, esses resultados mostram que a administracao terapéutica de
DLDr induz a um efeito benéfico, diminuindo a carga fingica dos pulmoes e os danos
pulmonares causados pelo processo inflamatério decorrente da infeccdo. E
empolgante pensar que DLD (Apéndice 1) e AMS [407] de Paracoccidioides,
apresentam ort6logos em outros fungos que causam micoses profundas e menor
identidade com as proteinas de seres humanos, abrindo a possibilidade de ser

produzida uma vacina terapéutica “pan-fungica”.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A imunoterapia engloba uma ampla gama de modalidades de estratégias para
tratamento de diversas patologias por modulacao do sistema imunolégico que vem
ganhando muito destaque desde o inicio do século XXI. Todavia, os estudos mais
modernos de desenvolvimento de técnicas e estratégias fascinantes estdo mais
centrados em oncologia tanto humana [8] quanto veterinaria [9], sendo considerada a
imunoterapia contra o cancer pelos editores da revista Science como a “Revela¢ao do
ano” de 2013 [10]. Na esteira desse desenvolvimento estdo as imunoterapias usadas
para diminuir os sintomas de alergias [147], impedir a rejeicio de orgaos
transplantados [433] e tratar doencas autoimunes [434] e infecciosas [435]. Neste
texto, sao mostrados os estudos de imunoterapia para PCM, na sua imensa maioria em
fase pré-clinica, dentre as quais se destacam os tratamentos com moléculas de
estimulacdo de imunidade inata, vacinas terapéuticas de subunidade ou génicas,
transferéncia adotiva de células dendriticas pulsadas com antigenos e imunizagao
passiva com anticorpos e uso de mAb miméticos de antigenos. Atualmente, nas
pesquisas de imunoterapia da PCM, existe uma grande lacuna em relacdo a
manipulacdo da resposta imunologica através do uso de técnicas ja pesquisadas em
oncologia, como é o caso dos inibidores de ICP especificos das células T, e.g. PD-1 e
CTLA-4. Essa terapia ja tem resultados entusiasmante em pacientes que
desenvolveram outras infeccoes fungicas invasivas, sendo usado Nivolumab (mAb
contra PD-1) em associacao com IFN-y. Em um caso, a paciente desenvolveu sepse por
fungo do género Mucor [436]e em um outro, o paciente com leucemia mieloide aguda
teve com a confeccao por Aspergillus e Mucor [437]. Nesses casos de micoses graves
nao trataveis, o sucesso do tratamento parece advir da reversao da exaustdao de
linfocitos T somada a acao do IFN-y de estimulacao de imunidade antifangica. Tal
abordagem, inclusive, tem sido o sugerida para pacientes com candidiase invasiva
[438].

A pesquisa de imunoterapicos para PCM ja existe desde a década de 70, mas,
como mostrado aqui, continua pouco explorado em relacdo as moléculas
estimuladoras de imunidade inata e aos inimeros potenciais antigenos para vacinas
terapéuticas. Seria interessante que esse quadro mudasse nos préximos anos e
pudéssemos ter mais pesquisadores envolvidos com essa area vibrante e com alto
retorno para sociedade, principalmente no Brasil onde se somam o maior nimero de

pacientes e infectados por Paracoccidioides spp. Em conjunto, nossos resultados, aqui
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apresentados, mostram a contribuicdo do nosso grupo com estudo de moléculas
estimuladoras do sistema imunol6gico para diminuicdo da carga fingica, o que se
traduz em uma busca por novos alvos para imunoterapia contra a PCM e, atualmente,
por novas abordagens que possam impactar na eliminacdo do fungo com danos
imunopatogénicos minimos. Apesar de termos alvos terapéuticos bastante
promissores, a procura molécula imunoterapica “bala maéagica” de Ehrlich,
parasitotropica e nao organotrépica [32], continua. Acreditamos que seja possivel a

encontrar, o que € um dos nossos grandes objetivos.
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Identidade de DLD de P. brasiliensis do isolado Pb18 com DLD de outros organismos.

T |G| e | | A
dihydrolipoyl dehydrogenase [Paracoccidioides brasiliensis Pb18] Paracoccidioides brasiliensis Pb18 1049 100% 0.0 100.00 514
dihydrolipoyl dehydrogenase [Paracoccidioides brasiliensis] Paracoccidioides brasiliensis 1030 100% 0.0 95.18 539
dihydrolipoyl dehydrogenase [Paracoccidioides brasiliensis Pb03] Paracoccidioides brasiliensis Pb03 1029 100% 0.0 94.81 539
dihydrolipoyl dehydrogenase [Paracoccidioides lutzii Pb01] Paracoccidioides lutzii Pb01 1026 100% 0.0 97.47 514
dihydrolipoyl dehydrogenase [Emergomyces pasteurianus Ep9510] Emergomyces pasteurianus Ep9510 927 100% 0.0 89.32 515
dihydrolipoamide dehydrogenase [Histoplasma capsulatum G186AR] Histoplasma capsulatum G186AR 924 100% 0.0 88.93 515
dihydrolipoamide dehydrogenase [Histoplasma ohiense (nom. inval.)] Histoplasma ohiense (nom. inval.) 924 100% 0.0 88.74 515
dihydrolipoyl dehydrogenase [Emergomyces africanus] Emergomyces africanus 921 100% 0.0 88.74 515
dihydrolipoamide dehydrogenase [Histoplasma capsulatum H88] Histoplasma capsulatum H88 920 100% 0.0 88.54 515
dihydrolipoamide dehydrogenase [Histoplasma capsulatum H88] Histoplasma capsulatum H88 920 100% 0.0 88.54 675
dihydrolipoyl dehydrogenase [Emmonsia crescens UAMH 3008] Emmonsia crescens UAMH 3008 919 100% 0.0 87.77 515
dihydrolipoyl dehydrogenase [Blastomyces gilchristii SLH14081] Blastomyces gilchristii SLH14081 919 100% 0.0 88.16 515
dihydrolipoyl dehydrogenase [Emmonsia crescens] Emmonsia crescens 919 100% 0.0 87.96 515
dihydrolipoyl dehydrogenase [Blastomyces dermatitidis ER-3] Blastomyces dermatitidis ER-3 916 100% 0.0 87.96 515
dihydrolipoyl dehydrogenase [Blastomyces percursus] Blastomyces percursus 915 100% 0.0 87.96 515
dihydrolipoamide dehydrogenase [Histoplasma mississippiense (nom. inval.)] | Histoplasma mississippiense (nom. inval.) 912 100% 0.0 87.18 515
dihydrolipoyl dehydrogenase [Helicocarpus griseus UAMH5409] Helicocarpus griseus UAMH5409 907 100% 0.0 86.58 514




dihydrolipoyl dehydrogenase [Blastomyces parvus]

dihydrolipoamide dehydrogenase [Paecilomyces variotii]
dihydrolipoamide dehydrogenase [Paecilomyces variotii No. 5]
dihydrolipoyl dehydrogenase [Coccidioides immitis RS]

Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial precursor, putative [C.
posadasii]

dihydrolipoamide dehydrogenase precursor [Emydomyces testavorans]
dihydrolipoamide dehydrogenase precursor [Ophidiomyces ophidiicola]
dihydrolipoamide dehydrogenase precursor [Ophidiomyces ophidiicola]
dihydrolipoamide dehydrogenase precursor [Ophidiomyces ophidiicola]
dihydrolipoamide dehydrogenase precursor [Ophidiomyces ophidiicola]
dihydrolipoamide dehydrogenase precursor [Ophidiomyces ophidiicola]
dihydrolipoamide dehydrogenase precursor [Ophidiomyces ophidiicola]
dihydrolipoamide dehydrogenase precursor [Ophidiomyces ophidiicola]
dihydrolipoamide dehydrogenase precursor [Aspergillus tanneri]
dihydrolipoamide dehydrogenase precursor [Ophidiomyces ophidiicola]
dihydrolipoamide dehydrogenase precursor [Aspergillus melleus]
hypothetical protein BDV25DRAFT_164232 [Aspergillus avenaceus]
dihydrolipoyl dehydrogenase [Aspergillus affinis]

dihydrolipoyl dehydrogenase [Aspergillus steynii IBT 23096]
uncharacterized protein P175DRAFT_0498303 [Aspergillus ochraceoroseus]
dihydrolipoyl dehydrogenase [Trichophyton rubrum CBS 118892]

dihydrolipoamide dehydrogenase precursor [Aspergillus hancockii]
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Blastomyces parvus
Paecilomyces variotii
Paecilomyces variotii No. 5
Coccidioides immitis RS
Coccidioides posadasii C735 delta
SOWgp

Emydomyces testavorans
Ophidiomyces ophidiicola
Ophidiomyces ophidiicola
Ophidiomyces ophidiicola
Ophidiomyces ophidiicola
Ophidiomyces ophidiicola
Ophidiomyces ophidiicola
Ophidiomyces ophidiicola
Aspergillus tanneri

Ophidiomyces ophidiicola
Aspergillus melleus

Aspergillus avenaceus

Aspergillus affinis

Aspergillus steynii IBT 23096
Aspergillus ochraceoroseus IBT 24754
Trichophyton rubrum CBS 118892

Aspergillus hancockii
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879
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872

872

872

870
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870

867
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866
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uncharacterized protein BDW43DRAFT_96392 [Aspergillus alliaceus]
dihydrolipoyl dehydrogenase [Aspergillus nomiae NRRL 13137]

unnamed protein product [Aspergillus oryzae RIB40]

dihydrolipoamide dehydrogenase [Aspergillus flavus AF70]
uncharacterized protein BDV27DRAFT_130949 [Aspergillus caelatus]

TPA: hypothetical protein A8136_4004 [Trichophyton benhamiae CBS
112371]

uncharacterized protein BDV37DRAFT_271962 [Aspergillus pseudonomiae]
dihydrolipoamide dehydrogenase [Aspergillus clavatus NRRL 1]
hypothetical protein BDV26DRAFT_129652 [Aspergillus bertholletiae]
hypothetical protein BDV34DRAFT_229679 [Aspergillus parasiticus]
Dihydrolipoyl dehydrogenase [Penicillium subrubescens]

hypothetical protein ASPGLDRAFT_49372 [Aspergillus glaucus CBS 516.65]
dihydrolipoyl dehydrogenase [Aspergillus terreus]

dihydrolipoamide dehydrogenase precursor [Aspergillus chevalieri]
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hypothetical protein BDV28DRAFT_95029 [Aspergillus coremiiformis]

hypothetical protein N7494_007830 [Penicillium glabrum]
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Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial [Aspergillus cristatus]
Putative Dihydrolipoyl dehydrogenase [Aspergillus calidoustus]
dihydrolipoamide dehydrogenase [Aspergillus saccharolyticus JOP 1030-1]
dihydrolipoyl dehydrogenase [Polytolypa hystricis UAMH7299]
hypothetical protein CNMCM5878_006014 [Aspergillus fumigatiaffinis]
hypothetical protein BJYOODRAFT_220214 [Aspergillus carlsbadensis]
dihydrolipoamide dehydrogenase [Aspergillus novofumigatus IBT 16806]
hypothetical protein N7498_007154 [Penicillium cinerascens]

D-lactate ferricytochrome c oxidoreductase [Aspergillus thermomutatus]
dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial [Aspergillus lentulus]
hypothetical protein BJX61DRAFT_211297 [Aspergillus egyptiacus]
dihydrolipoyl dehydrogenase [Aspergillus taichungensis]

dihydrolipoyl dehydrogenase [Aspergillus campestris IBT 28561]
Dihydrolipoyl dehydrogenase [Penicillium diatomitis]

dihydrolipoamide dehydrogenase [Aspergillus fischeri NRRL 181]
hypothetical protein ASPZODRAFT_130802 [Penicilliopsis zonata CBS
506.65]

hypothetical protein NUU61_000837 [Penicillium alfredii]

Dihydrolipoyl dehydrogenase [Penicillium oxalicum]

uncharacterized protein ASPVEDRAFT_30015 [Aspergillus versicolor CBS
583.65]

Dihydrolipoyl dehydrogenase [Penicillium rolfsii]

dihydrolipoamide dehydrogenase precursor [Aspergillus pseudoviridinutans]

dihydrolipoyl dehydrogenase [Aspergillus candidus]
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dihydrolipoyl dehydrogenase [Aspergillus homomorphus CBS 101889]
Dihydrolipoyl dehydrogenase [Penicillium ucsense]

uncharacterized protein ASPSYDRAFT_32999 [Aspergillus sydowii CBS
593.65]

D-lactate ferricytochrome c oxidoreductase [Aspergillus turcosus]
dihydrolipoamide dehydrogenase precursor [Aspergillus udagawae]
dihydrolipoyl dehydrogenase [Aspergillus sclerotialis]

dihydrolipoyl dehydrogenase [Aspergillus aculeatinus CBS 121060]
dihydrolipoamide dehydrogenase [Aspergillus fumigatus Af293]
hypothetical protein N7486_000508 [Penicillium sp. IBT 16267x]
dihydrolipoyl dehydrogenase [Aspergillus sp. HF37]

hypothetical protein LV164_004040 [Aspergillus fumigatus]
uncharacterized protein ASPWEDRAFT_29053 [Aspergillus wentii DTO
134E9]

dihydrolipoamide dehydrogenase precursor [Ascosphaera atra]
hypothetical protein N7510_000386 [Penicillium lagena]

dihydrolipoyl dehydrogenase [Aspergillus uvarum CBS 121591]

hypothetical protein N7474_005659 [Penicillium riverlandense]

uncharacterized protein ASPACDRAFT_76291 [Aspergillus aculeatus]
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KM+, a lectin from Artocarpus integrifolia, induces IL.-12 p40 production by
macrophages and switches from type 2 to type 1 cell-mediated immunity against
Leishmania major antigens, resulting in BALB/c mice resistance to infection
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The outcome and severity of some diseases correlate with
the dominance of either the T helper 1 (Thl) or Th2
immune response, which is stimulated by IL-12 or IL-4,
respectively. In the present study we demonstrate that
gamma interferon (IFN-y) secretion by murine spleen cells
stimulated with KM*, a mannose-binding lectin from
Artocarpus integrifolia, is due to IL-12 induction, because
(1) macrophages from several sources (including cell lines)
produced IL-12 p40 in response to KM, and (2) lectin-free
supernatants from J774 cell line cultures stimulated with
KM induced the secretion of IFN-y by spleen cell cultures,
an effect blocked by the supernatant pretreatment with
anti-IL-12 antibody. The known pattern of susceptibility of
BALB/c mice to infection with Leishmania major, attributed to
high levels of IL-4 production leading to a Th2 nonprotective
immune response, was modified by administration of KM*.
Draining lymph node cells from these immunized BALB/c
mice (in contrast to cells from animals immunized only
with soluble leishmanial antigen [SLA]) secreted high levels
of IFN-y and low levels of IL-4, which characterized a Th1
rather than a Th2 response pattern. The footpad thickness
of BALB/c mice immunized with SLA plus KM* and
challenged with L. major was similar to that of uninfected
mice. This beneficial effect against leishmanial infection
was blocked by pretreatment of these mice with anti-IL-12
antibody. These observations indicate that KM* induces
IL-12 p40 irn vivo and has a protective effect against
L. major infection.

Key words: Artocarpus integrifolia/interleukin 12/KM*/lectin/
Leishmania major
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Introduction

When experimentally infected with Leishmania major, an obligate
intracellular parasite of macrophages in mammalian hosts,
mice of several inbred strains (e.g., C57BL/6, C3H, CBA) are
resistant to leishmaniasis. In contrast, BALB/c mice are
susceptible, develop severe lesions, and do not become
immune to reinfection. Murine resistance and susceptibility are
genetically determined and clearly related to the development
of the polarized CD4* T helper 1 (Thl) and CD4* T helper 2
(Th2) response, respectively (Reiner and Locksley, 1995). The
differentiation of CD4* T cells to Thl and Th2 cells has been
associated with production of interleukin-12 (IL-12) (Hsieh et al.,
1993; Seder et al., 1993; Macatonia et al., 1995) and IL-4 (Le
Gros et al., 1990; Hsieh et al., 1992; Seder et al., 1992),
respectively. IL-12 is a heterodimeric protein composed of an
induced 40-kDa (p40) subunit and a constitutive 35-kDa (p35)
subunit. Early IL-12 production by antigen-presenting cells,
such as macrophage and dendritic cells, in L. major infection is
an absolute requirement for developing protective specific
immunity (Sypek et al., 1993).

In the innate immune system, cytokine production is usually
the result of cell activation, which can be induced by inter-
actions of carbohydrate-recognition molecules with the glyco-
side part of a receptor on the cell surface. If the recognized
receptor is involved in signal transduction pathways, the lectin
binding can lead to specific cellular responses, including
cytokine release (Villalobo and Gabius, 1998). Some animal,
parasite, and plant lectins induce cytokine production, among
them those related to the Thl response, such as interferon-y
(IFN-y) (Pryjma et al., 1991; Paul and Seder, 1994; Hostanska
et al., 1995; Kishko et al., 1997) and IL-12 (Muraille et al.,
1999; Campbell et al., 2000).

KM* and jacalin are structurally related lectins extracted
from jackfruit seeds (Artocarpus integrifolia) that present
distinct sugar specificity and biological properties. Jacalin
binds to D-galactose and is highly specific for glycoproteins
having a terminal nonreducing a-D-galactosyl residue as well
as for the disaccharide GalB1-3GalNAcol-O-Ser/Thr (Hortin and
Trimpe, 1990). KM* binds to D-mannose and exhibits higher
specificity for the trisaccharide present in the core of the N-linked
oligosaccharide chains of glycoproteins (Manou1-3[Mano.1-6]Man)
(Rani et al., 1999). Very recently, the sugar specificity of
A. integrifolia lectins was examined in molecular terms.
Although KM* and jacalin share 52% sequence identity and
have common evolutionary origin, KM*, in contrast to jacalin,
is not cleaved posttranslationally in two chains, conserving a
glycine-rich linker, which sterically dictates the discrimination
between mannose and galactose (Rosa et al., 1999). In terms of
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Therapeutic Administration of KM™ Lectin Protects
Mice Against Paracoccidioides brasiliensis Infection
via Interleukin-12 Production in a Toll-Like Receptor

2-Dependent Mechanism

Kely C. Coltri,* Leandro L. Oliveira,*
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KM™" is a mannose-binding lectin from Artocarpus
integrifolia that induces interleukin (IL)-12 produc-
tion by macrophages and protective T helper 1 im-
mune response against Leishmania major infection.
In this study, we performed experiments to evaluate
the therapeutic activity of jackfruit KM* GfKM™*) and
its recombinant counterpart (fKM™) in experimental
paracoccidioidomycosis. To this end, fKM* or rKM™*
was administered to BALB/c mice 10 days after infec-
tion with Paracoccidiodes brasiliensis. Thirty days
postinfection, lungs from the KM ™*-treated mice con-
tained significantly fewer colony-forming units and
little to no organized granulomas compared to the
controls. In addition, lung homogenates from the
KM ™ -treated mice presented higher levels of nitric
oxide, IL-12, interferon-y, and tumor necrosis fac-
tor-«, whereas higher levels of IL-4 and IL-10 were
detected in the control group. With mice deficient in
IL-12, Toll-like receptor (TLR) 2, TLR4, or TLR adaptor
molecule MyD88, we demonstrated that KM* led to
protection against P. brasiliensis infection through
IL-12 production, which was dependent on TLR2.
These results demonstrated a beneficial effect of KM™
on the severity of P. brasiliensis infection and may
expand its potential use as a novel immunotherapeu-

tic molecule. (Am J Patbol 2008, 173:423-432; DOI:
10.2353/ajpath.2008.080126)

Paracoccidioides brasiliensis is a thermally dimorphic fun-
gus that causes paracoccidioidomycosis (PCM), the
most prevalent human systemic mycosis in Latin Amer-
ica, and which is endemic in Brazil, Argentina, Venezu-
ela, and Colombia. This infection is acquired by inhala-
tion of airborne propagules found in nature, which reach
the lungs and are converted to the yeast form."? The
yeasts can be either eliminated by immune competent
cells or spread into tissues through lymphatic or hema-
togenous routes. As a consequence, the disease may
develop into multiple forms, ranging from asymptomatic
pulmonary infection to severe and disseminated forms %4
It has been reported that a high level of humoral immune
response is associated with increased disease dissemi-
nation.® Conversely, the cell-mediated immune response
represents the main mechanism of defense in PCM.’
Resistance to this mycosis results from the commitment of
CD4™" T helper (Th) precursors to the Th1 lineage,®” stim-
ulated by early secretion of interleukin (IL)-12,27'° and fol-
lowed by sustained secretion of interferon (IFN)-y.""

IL-12 is primarily produced in response to the interac-
tion of Toll-like receptors (TLR) on phagocytes and den-
dritic cells with pathogen-associated molecular patterns.
More often, the TLR signaling involves the adaptor mol-
ecule myeloid differentiation primary response gene 88
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Abstract

Immunostimulatory therapy is a promising approach to improving the treatment of systemic fungal infections such as
paracoccidioidomycosis (PCM), whose drug therapy is usually prolonged and associated with toxic side effects and relapses.
The current study was undertaken to determine if the injection of a T helper (Th) 1-stimulating adjuvant in P. brasiliensis—
infected mice could have a benéeficial effect on the course of experimental PCM. For this purpose, mice were infected and
treated with complete Freund’s adjuvant (CFA), a well-established Th1 experimental inductor, or incomplete Freund’s
adjuvant (IFA - control group) on day 20 postinfection. Four weeks after treatment, the CFA-treated mice presented a mild
infection in the lungs characterized by absence of epithelioid cell granulomas and yeast cells, whereas the control mice
presented multiple sites of focal epithelioid granulomas with lymphomonocytic halos circumscribing a high number of
viable and nonviable yeast cells. In addition, CFA administration induced a 2.4 log reduction (>99%) in the fungal burden
when compared to the control group, and led to an improvement of immune response, reversing the immunosuppression
observed in the control group. The immunotherapy with Th1-inducing adjuvant, approved to be used in humans, might be
a valuable tool in the treatment of PCM and potentially useful to improve the clinical cure rate in humans.
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Introduction

Paracoccidioides  brasiliensis is a thermally dimorphic human
pathogenic fungus that causes paracoccidioidomycosis (PCM),
the most prevalent human systemic mycosis in Latin America,
being endemic in Brazil, Argentina, Venezuela and Colombia.
This infection is acquired by inhalation of airborne propagules
found in nature, which reach the lungs and are converted to the
yeast form [1,2]. The yeasts can either be eliminated by immune-
competent cells or disseminated into tissues through lymphatic or
hematogenous routes. PCM is characterized by granulomatous
inflammation, intense immunological involvement with suppres-
sion of cellular immunity and high levels of non-protective
antibodies in serum [3]. The disease may present a broad
spectrum of clinical and pathological manifestations ranging from
asymptomatic pulmonary infection to severe and disseminated
forms [4,5]. The chronic progressive form of the disease (CF) is the
most common clinical presentation and predominantly affects
adult males, with frequent pulmonary, mucosal, cutaneous and
adrenal involvement. Although the outcome of the infection can
be due to several factors, it is especially dependent on the
protective capacity of the host immune system. The cell-mediated
immune response represents the main mechanism of defense in
PCM [1]. Conversely, it has been reported that a high level of
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humoral immune response is associated with increased disease
dissemination [6].

The mechanisms underlying resistance or susceptibility to PCM
remain to be elucidated. The development of the appropriate
CD4" T helper (Th) subset is important for PCM resolution and
several studies have shown that different disease outcomes can be
derived from the commitment of precursors to either Thl or Th2
lineage [7,8]. Resistance to P. brasiliensis infection has been related
to interferon-y (IFN-y) and other Thl-type cytokines [9-11], while
susceptibility has been linked to the preferential production of the
Th2-type cytokines, i.e., interleukin (IL)-4, IL-5, and IL-10 [12—
14]. Several investigators have suggested that progressive dissem-
inated forms of PCM in humans are associated with various
degrees of suppressed cell-mediated immunity [1,15,16]. This
anergy can be reversed after successful therapy, when normal
levels of T cell function are partially or completely restored [17].

The prognosis of PCM has been improved through antimycotic
drugs, however treatment regimens require an extended period of
time often associated with relapses. P. brasiliensis has the peculiarity
of responding to treatment with sulpha drugs. Nevertheless,
regimens with these agents often require extended period of
maintenance therapy that may range from months to years.
Clinically, the antifungal drugs most commonly used for PCM
include amphotericin B, sulpha derivatives and azoles, but their
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Author Summary

P. brasiliensis is a thermally dimorphic human pathogenic
fungus that causes paracoccidioidomycosis (PCM), the
most prevalent human systemic mycosis in Latin America,
whose drug therapy is usually prolonged and associated
with toxic side effects and relapses. Although immunosti-
mulatory therapy is a promising approach to improving the
treatment of fungal infections as PCM, few studies have
been reported. In the current study, we verified that a
single-dose administration of an adjuvant that induces T
helper (Th) 1 immune response (complete Freund’s
adjuvant [CFA]) in P. brasiliensis-infected mice was
sufficient to break the lack of immune response to the
fungus observed in infected mice. Four weeks after
treatment, the CFA-treated mice presented a mild infection
in the lungs characterized by preserved lung structure and
small fungal burden, whereas control mice that had been
treated with incomplete Freund'’s adjuvant presented many
granulomatous lesions and high fungal burden. The
immunotherapy with Th1-inducing adjuvant might be a
valuable tool in the treatment of PCM and potentially
useful for faster and efficient cure of PCM in humans.

toxicity can be a limiting factor in treatment [18,19]. These
concerns, together with the elucidation of the protective immune
response against PCM have renewed interest in the development
of alternative therapeutic strategies such as immunotherapeutic
procedures, which can be useful for controlling PCM. The present
study was designed to verify if immunomodulation with CFA
could play a protective role in experimental PCM leading to a less
severe infection with decreased fungal burdens in the lungs.

Materials and Methods

Fungal isolate

Yeast cells of virulent Pb 18 strain of P. brasiliensis were cultured
at 37°C in YPD (Yeast Extract/Peptone/Dextrose) Medium
(Difco Laboratories, Detroit, USA) for 7 days and washed three
times in 0.01 M phosphate-buffered saline (PBS), pH 7-2.
Viability of yeast cells was determined by the fluorescein
diacetate-ethidium bromide treatment [20].

Mouse infection and treatment

BALB/c¢ mice, aged 6-8 wk, were bred and maintained under
standard conditions in the animal house of the Medical School of
Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, SP,
Brazil. All animal experiments were performed in accordance with
protocols approved by the School of Medicine of Ribeirdo Preto
Institutional Animal Care and Use Committee. Mice were
inoculated intravenously with 1x10° viable yeast cells in 100 pl
of PBS. On day 20 postinfection, mice were injected subcutane-
ously with 100 pl of CFA or IFA (Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA), both emulsified in PBS in a ratio of 1:1. Mice were killed on
day 30 after treatment and their lungs were aseptically removed.
One lung from each mouse was used for histopathology analyses
and the other for quantification of fungal burden and cytokines.

Histopathology

The lungs were fixed in 10% neutral buffered formalin for
24 hours and embedded in paraffin. Tissue sections (5 m) were
stained with hematoxylin and eosin (H&E) or silver methenamine
(Grocott) to detect the mycotic structures using standard protocols.
Samples were analyzed by light microscopy in an Axiophot
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photomicroscope (Carl Zeiss, Jena, Germany) coupled with a JVC
TK-1270 camera (Victor Company of Japan Ltd, Tokyo, Japan).
The area of individual granulomas, as well as the total area of the
lung sections and the area taken by granulomas per slide, was
measured by computer-aided image analysis (Image]J 1.37v, National
Institutes of Health, Bethesda, USA). The following data were thus
generated: granuloma area (mean area of all granulomas in each
lung section), granuloma relative area (% represented by total
granuloma area/total area of the lung sections) and number of
granuloma cells per area (total number of cells from a granuloma
section/the area of the respective granuloma section) of each mouse.

Quantification of colony-forming units (CFU) and
cytokines

The lungs were weighed and homogenized in 1 ml of sterile
PBS using tissue homogenizer (Ultra-Turrax T25 Basic, IKA
Works, Inc., Wilmington, USA). To determine the number of
CFU, lung homogenates were diluted 1:10 in PBS. Aliquots of
100 pl of each sample were dispensed into Petri dishes containing
brain heart infusion agar (BHI, Difco) supplemented with 4% (v/v)
of heat-inactivated fetal calf serum (FCS, Gibco BRL, Gaithers-
burg, USA). The plates were incubated at 37°C, the colonies were
counted 14 days later, and then, the number of CFU per gram of
tissue was calculated. For cytokine determination, remaining lung
homogenates were centrifuged at 5,000 xg for 10 minutes and the
supernatants stored at —20°C until cytokine determination.
Supernatants were analyzed as duplicate samples from replicate
wells. A sandwich-type ELISA was used to determine IL-12, IFN-
v, TNF-0, IL-4, IL-10, and TGF-f levels, using OptEIA ELISA
kits (BD PharMingen, San Diego, USA), according to the
manufacturer’s recommendations.

Inhibition-ELISA for detection of P. brasiliensis circulating
antigen in serum

Inh-ELISA was performed as previously described [21]. Briefly,
inhibition standard curve was constructed by adding different
concentrations of P. brasiliensis gp43 (from 1 ng to 30 ug/ml) in
100 wl of normal serum and then adding 100 ul of the
standardized concentration of monoclonal antibody (MAb) anti-
gp43 (10 pug/ml). Serum samples (100 pl) were added to 100 pl of
MAD anti-gp43. Normal serum was used as a negative control.
Polystyrene plates (Corning Costar Co., Corning, USA) were
coated with 500 ng of gp43 in 0.06 M carbonate buffer (pH 9.6)
per well (100 pl/well) overnight at 4°C. After, the plates were
blocked by incubation with 200 pl of 1% bovine serum albumin in
PBS per well for 1 h at 37°C; washed 3 times and 100 pl from
inhibition standard curve, samples and controls were added per
well and allowed to stand for 2 h at 37°C. After being washed 3
times, 100 pl of goat anti-mouse immunoglobulin G-peroxidase
(Sigma) was added, and the plates were incubated for 1 h at 37°C.
After further washings, the reaction was developed with a solution
of o-phenylenediamine (0.5 mg/ml; Sigma) and 0.005% HyO,.
The reaction was stopped with 4 N HoSOy after 8 to 10 min of
incubation in the dark. Optical densities were measured at 490 nm
on a PowerWave X microplate reader (Bio-Tek Instruments, Inc.,
Winooski, USA). The degree of inhibition in MAb binding was
shown to be reciprocal to the concentration of circulating antigen
in the sample. The cutoff’ point was established as the receiver
operator characteristic (ROC) curve.

Statistical analysis

Statistical determinations of the difference between means of
experimental groups were performed using two-tailed Mann-
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Whitney U-test. Differences which provided P<0.05 were
considered to be statistically significant. All experiments were
performed at least three times.

Results/Discussion

The depression of cell-mediated immune responses has been
associated with severe PCM in humans and in the experimental
host [1,15,16,22]. However, the propensity for persistence of the
fungus in infected tissues appears to be consequence of cell-
mediated immune dysregulation with suppression of Thl and
overexpression of Th2 responses [12-14].To evaluate whether
therapeutic immunostimulation is able to interfere in experimental
murine PCM and restore the host immune response, we selected
immunomodulators for therapy strategy based on the induction of
Th1 or Th2 immune response. Since CFA supports a Thl status,
while incomplete Freund’s adjuvant (IFA) promotes a Th2 status
[23], BALB/c mice were divided into two groups and treated with
CFA or IFA on day 20 after infection with P. brasiliensis. The
progression of P. brasiliensis infection was determined by lung
histopathology and analysis of colony-forming unity (CFU),
parameters that are considered trustworthy to discriminate
susceptible and resistant mice to systemic fungal infection
[9,12,19,24]. At 20 days of infection the mice presented
5.8x10* CFU/g of lung tissue (Figure 1A, dashed line) and
compact granulomas (data not shown), for this reason, this time
was chosen for the treatment regimens. On day 30 after treatment
(50 days postinfection), the lungs from IFA-treated mice presented
multiple sites of focal and confluent epithelioid granulomas with
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lymphomonocytic halos circumscribing a high number of viable
and nonviable yeast cells (Figure 2A, C and E). Morphometric
analysis of the lungs from IFA-treated mice revealed a number of
granulomas of 41£5.2, with a relative area of 40.7+6.2%. These
granulomas presented 12.2+1.8% of yeast cells and 6*0.6%
collagen (data not shown). In contrast, in the P. brasiliensis-infected
mice treated with CIFA, no granulomas or yeast cells were seen in
the pulmonary sections examined and a well-preserved alveolar
architecture was observed on day 30 after treatment (Figure 2B, D
and F). Most importantly, the treatment with CFA induced a 2.4
log reduction in the fungal burden when compared to the IFA-
treated mice, corresponding to 99% less CFU (Figure 1A). The
CFU data are in agreement with the histopathology analyses,
pointing out that therapeutic immunostimulation led to an
increased clearance of fungal burden from lungs.

In order to evaluate the impact of the treatment with adjuvant,
the animals were weighed weekly until the study end point. We
observe that the animals of therapy group gained more weight
(20%) than the control group (data not shown). These results can
be correlated with a good prognostic in the PCM.

When we analyzed the production of pro and anti-inflammatory
cytokines in the supernatants of lung homogenates from the P.
brasiliensis-infected BALB/c mice treated with CFA or IFA, we
observed that the IFA-treated group produced low levels of IFN-y,
IL-4, IL-12, TNF-o, IL-10 and TGF-f (Figure 1B—G), suggesting a
suppression of the immune response in these animals. In contrast,
CFA-treated mice produced high levels of these pro and anti-
inflammatory cytokines (Figure 1B-G). Although many reports
have demonstrated that the Th2 pattern is associated with a severe
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Figure 1. P. brasiliensis-infected mice treated with CFA present remarkable decrease of fungal burden and increase of cytokines
production. Mice inoculated with 1x10° yeast cells were treated with CFA (therapy) or IFA (control) on day 20 postinfection. The lung homogenates
obtained from these mice on day 30 after treatment were analyzed for CFU (A), IFN-y (B), IL-4 (C), IL-12 (D), TNF-« (E), IL-10 (F), TGF-f (G). In the same
period the levels of P. brasiliensis circulating antigen was analyzed in serum (H). Dashed line in panel A represents the amount of viable yeasts at the
day of treatment (20 days postinfection). Data are reported as the mean=standard deviation for three mice per group performed in duplicate.

*P<<0.05 compared to control group (two-tailed Mann-Whitney U-test).

doi:10.1371/journal.pntd.0000183.g001
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Figure 2. Therapy with CFA leads to resolution of the
pulmonary lesions in P. brasiliensis-infected mice. P. brasiliensis-
infected mice were treated with IFA (A, C and E) or CFA (B, D and F) 20
days postinfection. The lung sections obtained at day 30 after
treatment were fixed in formalin, paraffin embedded, cut into 5 um
sections, stained with H&E (A-D) or Grocott (E and F), and analyzed by
light microscopy. Scale bars on panels A and B indicate 1 mm, on D-G
200 pm.

doi:10.1371/journal.pntd.0000183.g002

disease, whereas a Thl-biased immune response is linked to the
asymptomatic and mild forms of PCM [9-14], others have shown
that the induction of inflammatory cytokines, such as IFN-y and
TNF-a, can lead to overproduction of nitric oxide that has been
associated with suppression of cell immunity [25—-27]. Recently, it
was demonstrated that the anti-inflammatory Th2 cytokine IL-4
has a dual role in PCM, leading to a protective or a disease-
promoting effect depending on the genetic background of the host
[28]. Regarding TGF-, we observed that this cytokine is
produced by pulmonary epithelium, so we hypothesized that it
might contribute to the lung tissue renewal (unpublished data). In
this study we obtained an effective protection against P. brasiliensis
infection even in the presence of anti-inflammatory cytokines,
suggesting that, in this therapy model, the protective effect against
PCM seems to be dependent on the induction of a mixed Thl/
Th2 immune response pattern. The production of both inflam-
matory and anti-inflammatory cytokines is extremely helpful to

@ www.plosntds.org
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balance the immune response, since anti-inflammatory cytokines
can control the inflammatory responses, which can result in local
pathology and systemic and centrally controlled adverse events.
CD4" T cells also play a role in the regulation of inflammation
[29]. On the basis of the differences between the groups treated
with CFA or IFA, we suggest that the protection induced by CFA
injection was due to a noticeable increase in the pulmonary levels
of cytokines, which probably broke the immunosuppression status
observed in the infected mice treated with IFA. Nonetheless, we
cannot exclude the involvement of other mechanisms, such as
modulation by regulatory T cells [30], apoptosis in the antigen-
specific T cells [31], and Fas-FasL and C'TLA-4 expression [32].

The levels of circulating antigen in the mice infected and treated
with IFA were two-fold higher than those treated with CFA
(Figure 1H). These results supported by other reports that showed
that the depression of cell-mediated immunity is associated with
the high levels of specific circulating antibodies or soluble antigens
in disseminated disease [13,15,21].

Although many studies on protection against PCM have been
performed, only few of them have reported the efficacy of the
immunostimulatory therapy. In one of these studies, the therapy
with peptide pl0 from gp43, emulsified in CFA, and chemother-
apy was used In an attempt to improve the treatment of PCM [33].
The combined treatment showed a beneficial effect when
administered at 48 h or 30 days after challenge. However, the
control mice that received only CFA and the non-immunized mice
presented similar lung fungal burden. These data are in contrast to
those observed herein. This difference might be due to distinct
experimental protocols used, such as challenge route, dose, and
treatment regimen. Nevertheless, other reports have demonstrated
that the use of immunostimulatory therapy can lead to a positive
prognostic in fungal diseases [34-36]. Basically, therapeutic
immunostimulation can be used by reinforcing or broadening
defenses when specific immune responses are unable to do this
during the natural course of the PCM.

The present study demonstrated that a single-dose administra-
tion of the Thl-inducing adjuvant (CFA) in P. brasiliensis-infected
mice was sufficient to break the anergy observed in these animals
restoring their ability to mount an effective immune response to
the fungus. While the control mice presented large amount of
yeasts and extensive sites of parenchymal lung injury, the CFA-
treated mice were capable to control not only the fungal systemic
dissemination but also its growth, leading to a noticeable fungal
clearance without apparent lung injury. Our results indicate that
Thl-inducing adjuvant proved to be a valuable tool in the
treatment of PCM. Overall, these data open new possibilities for
the potential use of Thl-inducing adjuvant not only as a sole
therapy but also as an adjunct to conventional antifungal therapy
against PCM, improving the regular chemotherapy and reducing
the time of treatment.
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Abstract

The genus Paracoccidioides comprises species of dimorphic fungi that cause paracocci-
dioidomycosis (PCM), a systemic disease prevalent in Latin America. Here, we investigated
whether administration of native 60-kDa heat shock protein of P. brasiliensis (nPbHsp60) or
its recombinant counterpart (rPbHsp60) affected the course of experimental PCM. Mice
were subcutaneously injected with nPbHsp60 or rPbHsp60 emulsified in complete’s Freund
Adjuvant (CFA) at three weeks after intravenous injection of P. brasiliensis yeasts. Infected
control mice were injected with CFA or isotonic saline solution alone. Thirty days after the
nPbHsp60 or rPbHsp60 administration, mice showed remarkably increased fungal load, tis-
sue inflammation, and granulomas in the lungs, liver, and spleen compared with control
mice. Further, rPbHsp60 treatment (i) decreased the known protective effect of CFA against
PCM and (i) increased the concentrations of IL-17, TNF-a, IL-12, IFN-y, IL-4, IL-10, and
TGF-B in the lungs. Together, our results indicated that PbHsp60 induced a harmful immune
response, exacerbated inflammation, and promoted fungal dissemination. Therefore, we
propose that PbHsp60 contributes to the fungal pathogenesis.

Introduction

The genus Paracoccidioides includes species of dimorphic fungi that cause paracoccidioidomy-
cosis (PCM), a granulomatous systemic mycosis prevalent in Latin America [1-3]. Paracocci-
dioides fungi are thermally dimorphic and grow as hypha at the environmental temperature
and as yeast at 35°C-37°C. Fungal morphologic transition is essential for establishing an infec-
tion because infective conidia or mycelial fragments are inhaled and converted to pathogenic
yeast forms in the host lungs [4, 5]. Prevalence of PCM is higher in men in rural areas who are
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involved in activities related to the management of contaminated soil and plants [6]. P. brasi-
liensis may also affect immunocompromised individuals as an occasional opportunistic infec-
tion that results in severe clinical manifestations and a high mortality rate [7]. Fungal invasion
of host tissues induces inflammation characterized by macrophage activation and granuloma
formation, which controls the dissemination of Paracoccidioides yeasts to other organs [8].

Clinical manifestations of Paracoccidioides infection may be directly associated with fungal
factors, such as virulence and pathogenicity [9], or are related to host factors, such as genetic
susceptibility and immune competence [10, 11]. However, fungal and host factors are intri-
cately connected to each other because disease outcome depends on the interaction of fungal
components with receptors on host phagocytic cells [12]. For this reason, strains of P. brasilien-
sis, which is the most studied species of the genus Paracoccidioides, have variable degrees of vir-
ulence and, consequently, can induce different host responses [13]. Interestingly, Bonfim et al.
[13] described that less virulent P. brasiliensis strain is preferably recognized by receptors dec-
tin-1 and Toll-like receptor (TLR) 2 present on innate immune cells and induce the production
of balanced amounts of TNF-o and IL-10. On the other hand, most virulent P. brasiliensis
strain promotes the production of TNF-o but not IL-10. These observations suggest that less
virulent P. brasiliensis strains induce a more controlled response because IL-10, an anti-inflam-
matory cytokine, prevents host tissue injury that may result from TNF-o. activity [13].

Several studies have identified and characterized components of Paracoccidioides fungi
involved in their infection and pathogenicity to better understand their biology and interac-
tions with host cells and to identify potential vaccine targets. Lipids, polysaccharides, and pro-
teins were already mentioned as able to increase fungal pathogenicity [14, 15]. Studies with
plasmid DNA cloned with the gene of heat shock protein (Hsp) of 65-kDa from Mycobacte-
rium leprae [16] and with the gene encoding the P10 peptide from gp43 [17] have shown thera-
peutic effects in experimental PCM. P. brasiliensis proteins are the most studied because of
their high immunogenicity. For example, gp43, which is the most studied component of P. bra-
siliensis yeasts, has significant potential for application in vaccine development or immuno-
therapy against PCM [15]. Also, a 27-kDa component of P. brasiliensis is under investigation
for its use in the prophylaxis and treatment of PCM [18]. The rPb27 and rPb40, in addition to
fluconazole chemotherapy, showed an additive protective effect [19, 20]. Moreover, the P. bra-
siliensis lectin, paracoccin, by interacting with TLR2 N-glycans on host cells, establishes protec-
tive responses against PCM [21].

To identify P. brasiliensis antigens that contributed to its pathogenicity and that could serve
as potential vaccines or therapeutic targets, we examined P. brasiliensis components that bind
to immobilized fetuin. Interestingly, the major component of the fetuin-bound fraction was
identified as the heat shock protein of P. brasiliensis and the preparation was designed as
nPbHsp60. Its administration or the administration of its recombinant counterpart
(rPbHsp60) induced detrimental effects in P. brasiliensis-infected mice. Therefore, we propose
that PbHsp60 contributes to the fungal pathogenesis.

Materials and Methods
Mice and Ethics Statement

This study was conducted in accordance with the ethical principles of animal research adopted
by the Brazilian Society of Laboratory Animal Science and was approved by the Ethics Com-
mittee on Animal Use of the Ribeirdo Preto Medical School, USP (protocol: 146/2007). Male
BALB/c mice between 6-8 weeks of age and weighing 20-25 g (n = 5/group) were obtained
from the Animal Facility of Ribeirdo Preto Campus and were maintained at the Animal Facility
of Ribeirdo Preto School of Medicine, University of Sdo Paulo (USP). They were acclimated to
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the facility for one week prior to initiating the experiment, housed in individually ventilated
cages, light-tight cabinets (Alesco, Capivari, Brazil), maintained at 20-22°C, a 12 h light-dark
cycle, and with access to chow and water ad libitum. All cages were cleaned twice a week and
bedded with autoclaved soft wood shavings.

Fungal Isolate

Yeast cells of a highly virulent P. brasiliensis strain (Pb18) were cultured on YPD broth (1%
yeast extract, 2% peptone, and 2% dextrose) and were incubated at 36°C for 7 days. Virulence
and viability of the yeast cells were maintained as described previously [22, 23]. Briefly, the vir-
ulence was maintained by constant mice infections and recovery of Pb18 strain. The viability
was performed by the fluorescein diacetate-ethidium bromide treatment Only suspensions
containing >90% viable cells were used for infecting mice.

Antigen Preparation

Cultured yeast cells were harvested by centrifugation at 7,000 x g at 4°C for 10 minutes, washed
with 10 mM phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.2, and disrupted by sonication on ice (five
cycles of 1 minute each) at 200 W (Unique UltraSonic Mixing, mod. DES 500, 4 mm probe;
Unique Group, Indaiatuba, Brazil), followed by centrifugation at 7,000 x g at 4°C for 10 min-
utes. Supernatant containing P. brasiliensis soluble antigens (PbAgs) was filtered through a
0.22-pm filter (Millipore, Billerica, USA). Approximately 5 mg PbAgs were resolved by per-
forming chromatography with a 5-mL fetuin—agarose column (Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA) that was previously equilibrated with 20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4). After
washing with 10 column volumes (cv) of the equilibrating buffer, the column was sequentially
eluted using 5 cv of 0.4 M p-glucose, p-mannose, D-galactose, or o-lactose in PBS or with 1 M
NacCl in PBS. The eluted fractions were dialyzed against water by using centrifugal filtration
devices with a molecular weight cut-off of 10,000 kDa (Millipore). Concentration of proteins
eluted with 1 M NaCl was determined using a BCA kit (Pierce Chemical Co., Rockford, USA).

Electrophoresis and Protein Identification

Eluted protein and rPbHsp60 (~5 ug) were resuspended in 5% loading buffer (500 mM Tris-
HCI [pH 6.5], 2.5% SDS, 10% glycerol, 2.5% B-mercaptoethanol, and 0.1% bromophenol blue)
and were heated at 100°C for 3 minutes. Next, the preparations were resolved by performing
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) on a 12.5% by using
Mini-Protean Tetra System (Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA). The gels were stained
with Coomassie brilliant blue G250 (USB Corporation, Cleveland, USA). Proteins with known
molecular masses were used as standards (LMW -SDS Marker Kit; GE Healthcare UK Ltd,
Buckinghamshire, England). A semi-quantitative analysis of the relative amount of 68-kDa
protein band was carried out by converting the density of protein bands in the gel picture using
the Image] 1.37v software (National Institutes of Health, Bethesda, USA) as the percent of the
total gel density. Next, 60-kDa bands from column-eluted fraction and rPbHsp60 were excised
from the gel, were digested in situ with trypsin. Peptides were extracted from gel and dried in
SpeedVac, resuspended in 50 pl 1% formic acid, centrifuged and transferred to HPLC vial.

Ten pl sample was typically analyzed on the system. All mass spectrometry analyses were per-
formed on an Agilent 6520 Q-TOF mass spectrometer equipped with an Agilent 1200 series
liquid chromatograph and an Agilent Chip Cube LC-MS interface (1D nLC-MS-MS) at the
FingerPrint Proteomics and Mass Spectrometry Facility, College of Life Sciences, University of
Dundee. Mascot (version 2.3; Matrix, United Kingdom) analysis was performed to identify
peptides and to search for proteins in the NCBI nonredundant (nr) database. The identified
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peptides were searched against NCBInr E. coli database to find possible bacterial protein con-
taminants in the sample.

Cloning of P. brasiliensis cDNA Encoding PbHsp60

Total RNA was extracted from P. brasiliensis yeast culture by using Trizol (Life Technologies,
Carslbad, USA), according to the manufacturer's protocol. Reverse transcription-PCR
(RT-PCR) was performed using oligo-dT}, ;5 primer (Life Technology) and SuperScript II
Reverse Transcriptase (Life Technologies) for synthesizing cDNA. To amplify the cDNA
region encoding PbHsp60 were used the oligonucleotide primers 5'-CGAATTCATGATGC
AGCGAGCTTTTACTTCCT-3' (sense) and 5'~-CTCGAGGAACATACCCCCGCCCATAC-3'
(antisense) and high-fidelity Taq polymerase (Life Technologies). The amplified fragment was
cloned into pGEM-T vector (Promega, Madison, USA) and was sequenced at the Center for
Human Genome Studies, Institute of Biosciences, USP. Next, the fragment was removed from
the pGEM-T vector by using EcoRI and Xhol and was subcloned into pET28a vector (Nova-
gen, San Diego, USA).

Expression and Purification of rPbHsp60 in Escherichia coli

E. coli transformed with pET28a-HSP60 vector were grown in LB medium (3 L) supplemented
with kanamycin sulfate (50 ug/mL) in a shaking incubator at 180 rpm and 37°C until optical
density at 600 nm reached 0.5. Next, 0.4 mM isopropyl-p-p-thiogalactopyranoside was added
to the culture medium to induce the expression of the recombinant protein. After 6 hours, bac-
terial cells were harvested by centrifugation at 3,000 x g, were resuspended in a buffer (50 mM
NaH,PO,, 300 mM NaCl, and 30 mM imidazole [pH 8.0]), and were lysed by sonication. Lipo-
polysaccharide and other bacterial contaminants were removed from the sample by washing it
at least five times with a buffer containing 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 2 M urea, 5 mM
2-mercaptoethanol, and 0.5% Triton X-100 (pH 8.0) through centrifugation at 10,000 x g [24].
Pellet containing the insoluble fraction (inclusions bodies) was resuspended in a denaturing
solubilization buffer (50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 30 mM imidazole, 7 M urea, 5 mM
2-mercaptoethanol, and 0.5% Tween 20 [pH 8.0]) and was incubated for 1 hour at room tem-
perature. The denatured material was recovered by centrifugation at 10,000 x g and was filtered
through Millex-GV PVDF (pore size, 0.22 pm; Millipore). The recombinant protein was puri-
fied by performing metal chelate affinity chromatography with a Ni**-Sepharose affinity col-
umn (His-Trap; GE Healthcare). Next, the recombinant protein was eluted with elution buffer
(50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole, 7 M urea, and 5 mM 2-mercaptoetha-
nol), refolded by dialysis against PBS, and concentrated by ultrafiltration. Protein concentra-
tion was determined using Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit (Pierce Chemical Co.). Purity,
size, and identity of the recombinant protein were evaluated using SDS-PAGE and 1D
nLC-MS-MS, similar to those described above for column-eluted fraction. The rPbHsp60 prep-
aration contained less than 0.05 ng/mL of bacterial endotoxin, as determined by the Limulus
amoebocyte lysate assay (Sigma Chemical Co.).

Experimental Treatment Protocol

Mice were intravenously inoculated by retro-orbital plexus with 1 x 10° viable yeast cells and
daily monitored for signs of distress or illness, and mortality. None of them became seriously
ill or died prior to the experimental endpoint. On day 21 postinfection, the mice were divided
into groups containing five animals each. In experiments involving nPbHsp60, the mice were
subcutaneously injected with a single 100 pL dose of one of the following preparations: (1)

25 pg nPbHsp60 in PBS, (2) 25 ug nPbHsp60 in PBS and emulsified in CFA (Sigma Chemical
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Co.) (nPbHsp60 + CFA, 1:1), (3) PBS emulsified in CFA, and (4) only PBS. In the experiments
with recombinant protein, 50 pug of rPbHsp60 were used. On day 30 after the treatment, mice
were anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine (100 mg/kg) and xylazine (8 mg/kg)
mixture and submitted to euthanasia by cervical dislocation. Their lungs, livers, and spleens
were removed aseptically for performing histopathological analyses and for quantifying fungal
load and cytokine levels.

CFU, Tissue Injury and Cytokine Profile Evaluation

The right lungs and half portions of the livers and spleens were weighed and homogenized in 1
mL sterile PBS by using a tissue homogenizer (Ultra-Turrax T25 Basic; IKA Works, Inc., Wil-
mington, USA). Colony-forming units (CFU) of P. brasiliensis yeast cells were determined as
described previously [23, 25]. For determining cytokine levels, the organ homogenates were
centrifuged at 5,000 x g for 10 minutes and their supernatants were stored at -20°C.

The left lungs and approximately half portions of the livers and spleens were fixed in 10%
neutral buffered formalin for 24 hours and were embedded in paraffin. Next, the tissue sections
(thickness, 5 pm) were stained with hematoxylin and eosin (H&E) by using standard protocols
and were analyzed by performing light microscopy with Axiophot photomicroscope (Carl
Zeiss, Jena, Germany) coupled with JVC TK-1270 camera (Victor Company of Japan Ltd,
Tokyo, Japan). Total area of the lung sections and inflammatory infiltrates of P. brasiliensis
yeasts per lung section were measured using a computer-aided image analysis software (Image]J
1.37v; National Institutes of Health, Bethesda, USA).

Concentrations of IL-17, IEN-y, TNF-q, IL-4, IL-10, IL-12, and TGF-$ in the lung homoge-
nates were measured by performing capture ELISA with OptEIA ELISA sets (BD PharMingen,
San Diego, USA), according to the manufacturer's protocol. Cytokine concentrations were
determined by referring to a standard curve for serial two-fold dilutions of recombinant
murine cytokines.

Statistical Analysis

Statistical differences among means of different experimental groups were determined using
one-way analysis of variance followed by Bonferroni's post-test. Differences were considered
statistically significant at P < 0.05. All the experiments were performed at least three times.

Results
Isolation and Identification of 60 kDa Protein Isolated from PbAgs

A preparation of PbAgs was affinity chromatographed on an immobilized fetuin column. The
bound proteins could not be eluted using carbohydrate solutions (0.4 M p-glucose, b-mannose,
D-galactose, or a-lactose). Otherwise, protein elution was achieved by using 1 M NaCl solution
in PBS, a fraction containing a 60-kDa major band on SDS-PAGE (Fig 1A) that comprised
68% of all proteins in the sample. The 60-kDa protein band was digested with trypsin and the
one dimensional nano-LC-MS/MS analysis of tryptic fragments revealed that 141 peptides
matched the sequence of PbHsp60 (GenBank accession number: XP_010763632.1), resulting
in a sequence coverage of 43% (S1 Fig and S1 Table). Because Hsp are protein highly conserved
across the species, when we blasted the MS peptide sequences against the E. coli database, no
correlation with E coli GroEL or other proteins was found. Therefore, this enriched preparation
of PbHsp60 was designed nPbHsp60, which was used, as indicated, in subsequent experiments.
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Fig 1. Native PbHsp60 increase fungal load in P. brasiliensis-infected mice. (A) Isolation of nPbHsp60
from P. brasiliensis by using a fetuin—agarose column equilibrated with 20 mM sodium phosphate buffer (pH
7.4). Chromatography was monitored spectrophotometrically at 280 nm. The fraction eluted with 1 M NaCl
was concentrated, dialyzed against 20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4), and analyzed by performing
SDS-PAGE with a 12.5% gel. The gel was stained with Coomassie brilliant blue. Migration positions of
molecular mass markers are shown on MW in kDa. (B) Mice injected with 1 x 10° P. brasiliensis yeast cells
were treated with or without CFA or nPbHsp60 on day 21 postinfection. Lung homogenates were obtained
from these mice on day 30 after the treatment and were analyzed for the CFU of P. brasiliensis yeast. Data
are expressed as the mean + standard deviation of five mice per group; *P < 0.05 compared to the other
groups.

doi:10.1371/journal.pone.0162486.g001

Detrimental Effects of nPbHsp60 Administration to Mice with
Experimental PCM

In initial experiments, we evaluated the effect of nPbHsp60 treatment on the course of experi-
mental PCM in mice. Mice infected with P. brasiliensis yeast cells for 3 weeks were injected
with nPbHsp60 or control preparations. The nPbHsp60-treated mice showed increased fungal
load compared with PBS- or CFA-treated mice (Fig 1B). Treatment with CFA, an efficient
inducer of Th1 response in P. brasiliensis infection [23], remarkably decreased the CFUs of P.
brasiliensis yeasts in the lungs compared with treatment with PBS (Fig 1B).

Next, we determined whether the administration of nPbHsp60 changed the beneficial
effects of CFA-treatment. Intriguingly, when the P. brasiliensis-infected mice were treated with
nPbHsp60 (25 pg) emulsified in CFA (nPbHsp60 + CFA), they had numbers of CFU on day 30
after treatment, at least, 2-fold higher than those detected in CFA-treated mice and quite simi-
lar to those in the lung from PBS-treated mice (infection control) (Fig 2A). These results indi-
cate that the CFA effect in restraining fungal growth was decreased by nPbHsp60. Moreover,
histological analysis showed an extensive lesion area (Fig 2B) with numerous granulomas con-
taining high yeast load (Fig 2E) in the lungs of nPbHsp60 + CFA-treated and negative control
mice (Fig 2C). In contrast, analysis of lung sections of P. brasiliensis-infected mice treated with
CFA alone showed well-preserved bronchoalveolar architecture, with no detectable granulo-
mas or yeast cells (Fig 2D). Moreover, no granulomas and yeast cells were detected in the livers
and spleens of these mice. Together, these results supported the hypothesis that nPbHsp60
treatment impaired the beneficial effect of CFA against PCM.
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Fig 2. Native PbHsp60 reverse the beneficial effect of CFA on experimental PCM. Mice injected with 1 x 10° P. brasiliensis
yeast cells were treated with PBS, CFA, or CFA-emulsified nPbHsp60 (nPbHsp60 + CFA) on day 21 postinfection. (A) Lung
homogenates were obtained from these mice on day 30 after the treatment and were analyzed for the CFU of P. brasiliensis yeast
cells. (B-E) Lung tissues obtained on day 30 after the treatment were fixed in formalin, embedded in paraffin, cut into 5-ym
sections, stained with H&E, and analyzed by light microscopy. Scale bars indicate 200 pm. (B) Morphometric analyses were
performed using lung sections obtained from P. brasiliensis-infected mice treated with (C) PBS, (D) CFA, or (E) nPbHsp60 + CFA.
Percentage lesion area was measured using a computer-aided image analysis software. Data are expressed as mean + standard
deviation; ND, not detected; *P < 0.05 compared with the other groups.

doi:10.1371/journal.pone.0162486.9002

rPbHsp60 Reproduces the nPbHsp60 Effects on the Experimental PCM
Course

To validate our presumption that PbHsp60 was responsible for the activities exerted by the
fetuin-bound fraction, we expressed rPbHsp60 in pET-28a-HSP60-transformed E. coli cells
and purified it by performing His-Trap chromatography. We analyzed the obtained protein by
SDS-PAGE, which produced a single band with apparent molecular mass of 60-kDa. MS analy-
sis confirmed that the recombinant protein was PbHsp60. No correlation with E coli proteins
was found when we blasted the MS peptide sequences against the E. coli database. This
rPbHsp60 was biologically assayed by using the protocols adopted for experiments performed
using nPbHsp60. At 51 days post-infection, i.e., 30 days after treatment of the P. brasiliensis-
infected mice, we compared the fungal load and inflammation in the lungs, liver, and spleen of
mice that received rPbHsp60 + CFA as treatment with those treated with CFA or PBS (Fig 3A-
3C). As expected, CFA treatment decreased the fungal load compared with PBS, whereas
rPbHsp60 + CFA duplicated the fungal load the examined organs, indicating that infection dis-
semination was lower in animals treated with CFA alone and maximum in mice injected with
rPbHsp60 + CFA. Consistently, histopathological analysis showed that rPbHsp60 + CFA-
injected mice had tissue injury more pronounced than CFA- or PBS-treated mice, an observa-
tion that was certified by the morphometric analysis of granulomatous lesions in the lung,
liver, and spleen sections of the infected animals: the lesions occupied areas at least 50% more
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x 10° P. brasiliensis yeast cells were treated, on day 21 postinfection, with PBS, CFA, or CFA emulsified rPbHsp60
(rPbHsp60 + CFA; 50 pg). Thirty days after the treatment animals were sacrificed and lung (A), liver (B), and spleen
(C) homogenates were analyzed for the CFU of P. brasiliensis yeast cells. Data are expressed as the

mean + standard deviation of five mice per group obtained from three independent experiments. Sections (5-ym) of
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these organs were stained with H&E and microscopically analyzed for the extension of granulomatous lesions using
Image J software (panels D-F). Bars represent the mean * standard deviation of percentage lesion areas; *P < 0.05
compared with the other groups. Panels G to | show representative images captured from the pulmonary tissue of
mice of each experimental group: PBS-treated (G), CFA (H) and rPbHsp60 + CFA (l). Scale bars of the lung sections
indicate 1 mm. Images in the bottom panel correspond to black squares indicated on the upper panels.

doi:10.1371/journal.pone.0162486.g003

extended of the organs from rPbHsp60 + CFA-treated mice (Fig 3D-3F). Details of the pulmo-
nary histology of the three groups of infected mice can be seen in Fig 3, Panels G-I1. The com-
parative analysis of these panels shows that treatment with rPbHsp60 + CFA resulted in the
formation of numerous loose granulomas with inflammation foci and dissemination of yeast
cells in the lungs, whereas the CFA-treated mice displayed the most compact and well-struc-
tured granulomas (Fig 3H).

rPbHsp60 Administration Increases the Production of Cytokines in the
Lungs of P. brasiliensis Infected Mice

We next investigated whether increased fungal load and pulmonary lesions in rPbHsp60 alone
or rPbHsp60 + CFA-treated mice were associated with an unfavorable pattern of cytokine pro-
duction in the lungs. Compared with CFA- or PBS-treated mice, the lungs of rPbHsp60 alone
or rPbHsp60 + CFA-injected mice showed higher concentrations of different cytokines, includ-
ing those of inflammatory (IL-17 and TNF-o), Th1 (IL-12 and IFN-y), Th2 (IL-4), and regula-
tory (IL-10 and TGEF-) profiles (Fig 4). Notably, the most remarkable increase concerned the
concentrations of proinflammatory cytokines IL-17, TNF-o, and IFN-v, a condition that was
consistent with severe inflammation and high fungal load observed in the lungs of
rPbHsp60-treated mice (Fig 4).

Discussion

To find components of P. brasiliensis yeasts that might affect the outcome of PCM, we isolated
an enriched fraction of PbHsp60, which had detrimental effects when administrated to P. brasi-
liensis-infected mice. The recombinant counterpart of PbHsp60 was prepared and adminis-
tered to infected mice and reproduced the detrimental effects of the native preparation. In both
cases, the treatment resulted in increased fungal load and disseminated disease, as well as in
severe pulmonary inflammatory lesions. Furthermore, nPbHsp60 and rPbHsp60 antagonized
the beneficial effects of CFA, a known inducer of Th1 immunity that confers protection against
PCM [23]. Detection of high pulmonary concentrations of several cytokines, particularly
inflammatory cytokines, suggested that aggravation of PCM resulted from a dysregulated
immune response induced by rPbHsp60 administration.

Hsps are evolutionarily well-conserved proteins that function as molecular chaperones.
Hsps play key roles in cellular homeostasis; participate in protein folding, unfolding, and
assembly; and prevent protein aggregation and denaturation [26]. Although existing in basal
conditions with their housekeeping functions in the cells, Hsps have their expression upregu-
lated and are also fundamental to cell survival under stress, such as high temperatures, toxins,
and oxidative conditions [27]. In dimorphic fungi, including P. brasiliensis, Hsps expression is
increased during the conidia to yeast transition [28, 29], an event that may be important in the
fungal pathogenesis when conidia reach the lungs of hosts [30]. In the characterization studies
of Hsp60 from P. brasiliensis, the authors showed that this protein was overexpressed during
morphological transition [31] and was recognized by sera from humans with PCM [31, 32].
Besides heat shock, host systems exert additional stress by inducing immune response to pre-
vent fungal colonization and tissue invasion, suggesting that Hsps are required for promoting
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Fig 4. Treatment of P. brasiliensis-infected mice with rPbHsp60 emulsified or not in CFA increases the concentration of all the tested cytokines.
Mice injected with 1 x 10 P. brasiliensis yeast cells were treated with PBS, CFA, rPbHsp60 alone (rPbHsp60) or emulsified in CFA (PbHsp60 + CFA) on
day 21 postinfection. Lung homogenates obtained from these mice on day 30 after the treatment were analyzed for the concentrations of (A) IL-12, (B)
IFN-y, (C) TNF-a, (D) IL-17, (E) IL-4, (F) IL-10, and (G) TGF-B. Data are expressed as the mean + standard deviation of five mice per group obtained from
three independent experiments; *P < 0.05 compared with the other groups.

doi:10.1371/journal.pone.0162486.9004

fungal survival within hosts. This also suggests that Hsps are one of the main targets of immune
response [33].

Because fungal Hsp60s are immunodominant antigens that trigger strong cellular and
humoral immune responses [27, 34, 35], they are interesting therapeutic and vaccinal targets
[36]. Soares et al. [37] reported that rPbHsp60 may serve as an efficient vaccine component for
treating experimental PCM. The differences between our results and those of Soares et al. [37]
may be due to the different infection routes and protocols for the administration of recombi-
nant PbHsp60. While Soares et al. [37] used intranasal infection, we performed intravenous
infection, which mimics a disseminated form of the disease and advantageously constitutes a
model for preclinical therapeutic trials [38]. Furthermore, we administrated rPbHsp60 in a
therapy regimen, whereas Soares et al. [37] adopted a prophylactic regimen. The protocol used
in the present study was designed on the basis of a previous study where treatment of P. brasi-
liensis-infected mice with CFA decreased fungal load in up to 2-log and substantially increased
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the concentrations of protective cytokines [23]. In the present study, treatment of P. brasilien-
sis-infected mice with rPbHsp60 + CFA increased fungal load, number of diffuse granulomas
with inflammation foci, and levels of all cytokines in lungs compared with that in P. brasilien-
sis-infected mice treated with CFA alone. Increased concentrations of proinflammatory cyto-
kines (IL-17, TNF-o and IFN-v) after rPbHsp60 treatment of P. brasiliensis-infected mice
aggravated PCM, leading to severe inflammation, host tissue damage, impaired granuloma for-
mation, and P. brasiliensis dissemination. Although anti-inflammatory cytokines IL-10 and
TGEF-B prevent inflammatory damage [39], lack of equilibrium in cytokine concentrations may
favor tissue destruction. The risks of dysregulated cytokine production are clearly noted in
other diseases, as septic shock syndrome [40, 41], which has a high mortality rate in humans
[42]. Though anti-inflammatory cytokines are produced to compensate the high levels inflam-
matory response in patients with septic shock syndrome, they may be harmful, leading to cuta-
neous anergy, reduction of lymphocytes, decreased of monocytes response to cytokine
stimulation, as well as decrease of human leukocytes antigens on monocytes [43]. Like in sep-
sis, an excessive cytokine production was harmful in P. brasiliensis-infected mice treated with
PbHsp60, since that dysregulation may have been responsible, at the same time, for increased
inflammation and tissue damage and decreased protective immune response against to P. bra-
siliensis, increasing the number of yeast in the tissue. Indeed, a fine-tuning between resistance
and tolerance may explain the aspects of fungal infection, such as immunopathology and per-
sistence [44].

Our study provides evidences that administered rPbHsp60 accounts for severe lesions in
PCM and allows us to propose that PbHsp60 contributes to the fungal pathogenesis. Moreover,
results of this study provide a perspective for controlling exacerbated immune responses and
for designing new treatment approaches to induce appropriate immune response against deep
mycosis.

Supporting Information

S1 Fig. MS/MS Mascot search data of the 60-kDa protein from P. brasiliensis. The 60-kDa
band from P. brasiliensis was excised from the electrophoresis gel and digested in situ with
trypsin. Peptides were extracted from gel and dried, resuspended in 50 pul 1% formic acid, cen-
trifuged and transferred to HPLC vial. Spectrometry analyses were performed on an Agilent
6520 Q-TOF mass spectrometer equipped with an Agilent 1200 series liquid chromatograph
and an Agilent Chip Cube LC-MS interface (1D nLC-MS-MS). Mascot (version 2.3; Matrix,
United Kingdom) analysis was performed to identify peptides and to search for proteins in the
NCBI nonredundant (nr) database.
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Abstract

The lack of antifungals with low toxicity and short-term therapy for patients with para-
coccidioidomycosis (PCM) led us to evaluate adjuvants in immunotherapeutic interven-
tion. We have previously shown complete Freund’s adjuvant (CFA) to be therapeutic on
experimental PCM. Owing to CFA toxicity, here we tested adjuvants approved for clinical
use or in preclinical phase in experimental mouse PCM. Of all, only monophosporyl lipid
A (MPLA) demonstrates a beneficial effect, by reducing the fungal burden and increas-
ing the concentrations of IFN-y and TNF-«, which are immunoprotective in PCM. These
results suggest that MPLA might improve intervention in PCM.

Key words: Paracoccidioides brasiliensis, paracoccidioidomycosis, monophosphoryl lipid A, immunotherapy,
adjuvants.

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a chronic granuloma-
tous mycosis caused by thermally dimorphic fungi of the
genus Paracoccidioides." PCM is the most important sys-
temic mycosis in Latin America. In Brazil, PCM is the eighth
most important cause of mortality among chronic infectious
diseases.?

Regarding to immunological response, type 1 helper T
cells (Th1) are immunoprotective in PCM. These cells ini-

tially secrete high levels of TNF-a and IFN-y, followed by

continuous production of interleukin (IL)-2 and IFN-y. On
the other hand, susceptibility was linked to depressed cellu-
lar immunity, characterized by Th2 immune response with
secretion of IL-4, IL-§, IL-10, and TGF-8.3-4

Currently, conventional treatments include sulfone and
azole derivatives. In severe and disseminated forms of PCM,
amphotericin B has been used.? Frequently, treatment with
these agents is protracted and the main concerns are non-
compliance, side effects such as toxicity, and drug resistance

344 © The Author 2016. Published by Oxford University Press on behalf of The International Society for Human and Animal
Mycology. All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com
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Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis autochthonous to Latin America and endemic to
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Brazil, which has the majority of the PCM cases. PCM is acquired through the inhalation of propagules
of fungi from genus Paracoccidioides spp. and mainly affects the lungs. We have previously shown that
P. brasiliensis-infected mice treated with single-dose of recombinant 60-kDa-heat shock protein from P.
brasiliensis (rPbHsp60) had a worsening infection in comparison to animals only infected. In this study,

Keywords:
Paracoccidioides

DNA vaccine
Heat-shock protein
Paracoccidioidomycosis

we investigate whether the treatment of infected mice with PB_HSP60 gene cloned into a plasmid
(pVAX1-PB_HSP60) would result in efficient immune response and better control of the disease. The
harmful impact of single-dose therapy with protein was not seen with plasmid preparations. Most impor-
tantly, three doses of pVAX1-PB_HSP60 and protein induced a beneficial effect in experimental PCM with
areduction in fungal load and lung injury when compared with infected mice treated with pVAX1 or PBS.
The increase of the cytokines IFN-y, TNF, and IL-17 and the decrease of IL-10 observed after treatment
with three doses of pVAX1-PB_HSP60 appears to be responsible for the control of infection. These results
open perspectives of the therapeutic use of Hsp60 in PCM.

© 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic infection caused by
thermodymorphic fungi of the genus Paracoccidioides. The infec-
tion begins when the host inhales airborne fungal propagules, such
as conidia or mycelial fragments, from the environment. In the
lung, the fungus modifies its hyphae form to yeast one in response
to the body temperature of the host [1,2], and triggers a chronic
granulomatous inflammatory reaction in the host [3].

Although PCM is endemic in Latin America, from southern Mex-
ico to northern Argentina, its distribution in these areas is not uni-
form [4]. In Brazil, which has the most of the cases, PCM is the
eighth most common cause of death among chronic and recurrent
infectious diseases, has a mortality rate higher than leishmaniasis,

* Corresponding author at: Departamento de Biologia, Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto Universidade de S3o Paulo, Av. Bandeirantes,
3900, 14040-901 Ribeirdo Preto, SP, Brazil.
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https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2019.07.090
0264-410X/© 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.

besides to be considered the systemic mycosis with the highest
mortality rate [5].

Besides to require a long-lasting therapy, the treatment for PCM
has the potential to trigger undesirable side effects. Therefore,
some patients abandon the treatment, makes decreases the
chances for the successful outcome [6]. Hence, several groups have
been trying to find immunotherapy strategies for experimental
PCM [7-9], such as the studies with a peptide of 15 amino acids
derived from gp43, the most studied antigen of P. brasiliensis, called
peptide P10, which presented as a good candidate in the therapy
[10] even when was used the therapy strategy with dendritic cells
primed with p10 [11]. Promising results also were obtained when
recombinant Pb27 and Pb40 from P. brasiliensis were used for the
treatment of experimental PCM in mice [12].

Our group has also been seeking in latest years to research the
use of antigen- and adjuvant-based therapies in PCM [7]. Among
the evaluated molecules, 60-kDa-heat shock protein from P.
brasiliensis (PbHsp60) in either the native or recombinant form
(rPbHsp60) induced a detrimental effect on PCM when a single-
dose of them was administered therapeutically in infected mice.
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Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by fungi of the Paracoccidioides genus, be-
ing endemic in Latin America and with the highest number of cases in Brazil. Paracoccidioides spp. re-
lease a wide range of molecules, such as enzymes, which may be important for PCM establishment. Here,
we identified the 85- and 90-kDa proteins from the supernatants of P brasiliensis cultures as being an «-
mannosidase. Because the expected mass of this a-mannosidase is 124.2-kDa, we suggest that the proteins
were cleavage products. Indeed, we found an a-mannosidase activity in the culture supernatants among the
excreted/secreted antigens (ESAg). Moreover, we determined that the enzyme activity was optimal in buffer
at pH 5.6, at the temperature of 45°C, and with a concentration of 3 mM of the substrate p-NP-«-D-Man. Re-
markably, we showed that the gene expression of this a-mannosidase was higher in yeasts than hyphae in
three P, brasiliensis isolates with different virulence degrees that were grown in Ham'’s F12 synthetic medium
for 15 days. But in complex media YPD and Fava Netto, the significantly higher gene expression in yeasts
than in hyphae was seen only for the virulent isolate Pb18, but not for intermediate virulence Pb339 and
low virulence Pb265 isolates. These results about the high expression of the «-mannosidase gene in the
pathogenic yeast form of P brasiliensis open perspectives for studying this «a-mannosidase concerning the
virulence of P brasiliensis isolates.

Lay summary

Paracoccidioides brasiliensis causes deep mycosis, paracoccidioidomycosis. We determined for the first
time the biochemical properties of an a-mannosidase released by this fungus. We suggest that the enzyme
gene expression in the fungus is associated with fungal morphology, stress, and virulence.

Key words: Paracoccidioides. Extracellular antigens. Glycosyl hydrolase. a-Mannosidase, Fungal infection.

Introduction in Latin America, Brazil being the country with the highest num-
: : o : 2-5 )

Paracoccidioides brasiliensis, P. lutzii, P. americana, P. restripien- ber of p atlents,.l.ﬁa.,. about 85% of all ?engt?red cases.” In hu

mans, Paracoccidioides spp. can cause infections that range from

sis, and P. venezuelensis are currently recognized as the etiolog- ;

ical agents of paracoccidioidomycosis (PCM).! PCM is endemic asymptomatic or subclinical infection to disseminated disease,
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